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Die  phylogenetisch  hochkonservierte  Jak/Stat‐Signaltransduktionskaskade  repräsentiert  eines 
der  zentralen  Säulen  zellulärer  Signalübertragung  eukaryotischer  Organismen.  Ubiquitär  im 
Organismus  exprimiert  und  über  eine  Vielzahl  von  Zytokinen,  Hormonen  und 
Wachstumsfaktoren  aktiviert,  sind  Stat‐Transkriptionsfaktoren  maßgeblich  an  dem  Erhalt  der 
Physiologie und Homöostase von Organen und Geweben beteiligt. So sind die Mitglieder Stat5A 
und Stat5B (als homologe Proteine im Verbund als Stat5 bezeichnet) entscheidende Regulatoren 




nicht‐kanonische  Funktionen  im  Zytoplasma  und  im  Zellkern  einer  fortschreitend  malignen 
Entartung  entscheidend  beitragen.  Als  Folge  der  Unterstützung  essentieller  Tumorgenese‐
Mechanismen,  wie  gesteigertes  Zellwachstum,  Apoptosehemmung,  Migration  und 
Metastasierung,  Sauerstoff‐unabhängiger  Energiestoffwechsel,  Angiogenese  oder  Umgehung 
der Immunabwehr, entwickeln Tumore häufig eine Abhängigkeit gegenüber der gesteigerten 
Aktivität dieser Vertreter der Stat‐Proteinfamilie und reagieren mit einem Wachstumsstopp und 
Apoptoseinduktion  auf  ihre  Inhibierung.  Perspektivisch  stellt  die  gezielte  Interferenz  mit 
aberranten,  Tumortyp‐spezifischen  Stat5‐Aktivitäten  einen  relevanten  Ansatz  in  der 
personalisierten Therapie Stat5‐abhängiger Tumore, vorrangig leukämischen Ursprungs, dar. 
Für eine Validierung der Eignung von Stat5 als Zielstruktur in der Krebstherapie, wurden in dieser 




deutliche  Abhängigkeit  von  der  Stat5‐Expression  erkennen.  Die  in  diesem  Zusammenhang 
durchgeführten  Expressionsanalysen  von  Stat5‐Zielgenen  in  K562  und  HEL  Zellen  sowie  die 
variierende  Präsenz  aktiv  transkribierender  Stat5‐Dimere  einzelner  Zelllinien,  verdeutlichte 
zudem,  dass  diese  Abhängigkeit  nicht  alleinig  aus  der  transkriptionellen  Aktivität  von  Stat5 
resultiert und sich auf weitere essentielle nicht‐kanonische Funktionen zurückführen lässt. 
Im  Gegensatz  zu  Enzymen  oder  Membranrezeptoren  bieten  die  Strukturen  von 
Transkriptionsfaktoren,  mit  einem  Mangel  an  Wirkstoff‐zugänglichen  hydrophoben 
Bindetaschen,  eine  reduzierte  Angriffsfläche  für  eine  pharmakologische  Intervention  mit 
niedermolekularen  Wirkstoffen.  Makromolekulare  Peptide  und  Proteine  sind  aufgrund  ihrer  
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sekundären und tertiären Strukturen jedoch in der Lage mit größeren Grenzflächen bestimmter 
Proteindomänen  spezifisch  zu  interagieren  und  in  ihrer  Funktion  zu  inhibieren.  Als  artifiziell 
modifizierte Fusionsproteine, bestehend aus einer kurzen (10‐20 aa) targetspezifischen Peptid‐
Sequenz,  welche  in  starrer  Konformation  auf  der  Oberfläche  eines  Struktur‐  und  Stabilität‐
gebendem Gerüst‐ bzw. Scaffoldproteins präsentiert wird, haben sich Peptidaptamere als eine 
vielversprechende  Variante  therapeutisch  einsetzbarer  Proteine  in  den  vergangenen  Jahren 
hervorgetan.  Unter  Verwendung  einer  zuvor  bereits  im  Falle  eines  Stat3‐spezifischen 
Peptidaptamer‐Konstruktes  erfolgreich  für  die  Peptidaptamer‐Oberflächenpräsentation, 




Über  die  transgene  Expression  nach  lentiviralen  Gentransfer  sowie  über  die  Zugabe  des 
rekombinant  hergestellten,  zellpenetrierenden  Proteins  zum  Zellkulturmedium  wurden  die 
Effekte einer Interferenz von S5‐DBD‐PA mit der Stat5‐DBD in den Zielzellen analysiert. Mittels 









Interaktion  in  Folge  einer  Interferenz  mit  Bcr‐Abl‐vermittelter  Stat5‐Tyrosinphosphorylierung 

















Organismen  –  Metazoa  vor  etwa  700  Mio.  Jahren),  begann  auch  die  Entstehung  neuer 
komplexer Mechanismen der Signalübertragung innerhalb eines Zellverbundes bzw. Gewebes 
eines Organismus. Die Zell‐Zell‐Kommunikation basiert dabei auf der Übertragung extrazellulärer 
Signale  und  der  intrazellulären  Interpretation  und  Verarbeitung  dieser  Signale.  Diente  die 
chemische Kommunikation zwischen  Einzellern (quorum sensing) der Vermittlung von Prozessen 
wie Fortpflanzung (Konjugation), Sporen‐Bildung oder Antibiotika‐Produktion, entwickelten sich 
in  mehrzelligen  Organismen  biologische  Prozesse  welche  das  Wachstums‐,  Migrations‐  & 
Differenzierungsverhalten sowie den Metabolismus einer Zelle dirigierten. Diese sich im Laufe 
mehrerer  100  Millionen  Jahre  nach  und  nach  entwickelnden  Prozesse  der  Zell‐Zell‐
Kommunikation  bildeten  die  Grundlage  für  die  Ausbildung  einzelner  Gewebe  mit  definierter 




Rezeptormolekülen  bestimmter  Zielzellen  interagieren  und  Informationen  bzw.  zelluläre 
Reaktionen  vermitteln.  Aus  chemischer  Sicht  können  einzelne  Ionen,  Proteine  und  Peptide, 
Nukleotide, Steroide, Fettsäuren, Retinoide oder Stickoxide als Signalmoleküle wirken und in 







Zellemembran  zu  passieren,  kann  es  in  vereinzelten  Fällen  auch  zu  einer  Bindung  an 
intrazelluläre  Rezeptormoleküle  kommen.  Die  Aktivierung  der  Rezeptoren  nach 
Ligandenbindung  führt  zur  Initiation  komplexer  biochemischer  Prozesse,  welche  der 





einwirkenden  Signalmoleküle  (endogene  Signale)  können  viele  verschiedene  intrazelluläre 
Reaktionen  hervorrufen,  welche  das  Verhalten  der  Zelle  beeinflussen.  Für  solche  Liganden‐
spezifischen  Reaktionen  verfügen  Zellen  neben  verschiedener  Proteinrezeptoren  über 
ausgeklügelte intrazelluläre Netzwerke aus interagierenden Proteinen und sogenannten „second 
messenger“  –  Molekülen  (z.B.  Nukleotide  (cAMP,  ATP,  GTP),  Ca
2+‐Ionen,  Inositolphosphate, 
Stickoxide).  Die  Bindung  des  Liganden  an  seinen  zugehörigen  Rezeptor  induziert  eine 





membranständigen  Rezeptoren.  Ionotrope  Rezeptoren,  welche  in  Folge  elektrischer  Impulse 
oder über die Bindung von Neurotransmittern transmembrane Ionenkanäle öffnen, Rezeptoren 
mit  Enzymfunktion  oder  Enzym‐gekoppelte  Rezeptoren,  sowie  G‐Protein‐gekoppelten 
Rezeptoren,  welche  nach  Guaninnukleotid‐Austausch  intrazelluläre  Signalkaskaden  initiieren 
(Ben‐Shlomo  et  al.,  2003).  Die  Weiterleitung  bzw.  Transduktion  eines  an  der  Zellmembran 
ausgelösten  Signals  zu  Effektorproteinen  im  Zellinneren  erfolgt,  wie  zuvor  erwähnt,  über 
ausgeklügelte Netzwerke aus interagierenden Proteinen und second messenger Molekülen. In 
Abhängigkeit von Signal und Rezeptor werden schrittweise bestimmte Signalproteine aktiviert 
und  deaktiviert.  Die  Aktivierung  und  Deaktivierung  von  Signalproteinen,  als  einzelne 
Komponenten  einer  Signalkaskade,  basiert  dabei  vorwiegend  auf  enzymatisch  regulierten 
Phosphorylierungs‐  bzw.  Dephosphorylierungsreaktionen.  Die  Übertragung  von  Phosphat‐
Gruppen auf Serin‐, Threonin‐ oder Tyrosinreste durch Kinasen sowie deren Abspaltung durch 
Phosphatasen induziert konformationelle Änderungen von Signalproteinen und bestimmt deren 
Aktivitätszustand.  Verfügen  Signalproteine,  wie  das  G‐Protein,  über  eine  Guanidin‐
Bindedomäne, so kann die Änderung des Aktivitätszustandes über den enzymatischen Austausch 
von  GDP  zu  GTP  erfolgen.  Desweiteren  wird  die  Aktivität  einzelner  Signaltransduktions‐
komponenten  über  die  Bindung  von  second  messenger  Molekülen  wie  cAMP  oder 
Phosphatidylinostol‐3‐Phosphat  (PIP3),  sowie  über  direkte  Protein‐Protein‐Interaktionen 
bestimmter  Peptiddomänen  reguliert.  Bei  jedem  Schritt  einer  Signalkaskade  besteht  die 
Möglichkeit, dass das Signal nur an einen oder aber an mehrere Komponenten weitergegeben 









im  Wesentlichen  die  Morphologie  und  das  Migrationsverhalten,  das  Wachstums  und 
Differenzierungsverhalten  sowie den Metabolismus der Zelle. In Abhängigkeit vom Zelltyp und 
Gewebe,  und  deren  charakteristischen  physiologischen  Funktionen,  finden  sich  dabei 
Unterschiede in Häufigkeit und Ausprägung von Signaltransduktionskaskaden und den daraus 
resultierenden  zellulären  Reaktionen.  Bei  den  am  Ende  einer  Signalkaskade  stehenden 
Effektorproteinen  handelt  es  sich  in  der  Mehrheit  der  Fälle  um  Gen‐regulierende  Faktoren, 





bzw.  nach  Inhibierung  der  Expression  bestimmter  Gene  Reaktionen  hervorgerufen  werden 
können. Handelt es sich bei den am Ende einer Signalkaskade aktivierten bzw. modifizierten 
Effektorproteinen um metabolische Enzyme oder Strukturproteine des Zytoskeletts, lassen sich, 
in  Folge  einer  direkten  Vermittlung  von  Effekten,  bereits  nach  Sekunden  Veränderungen 
phänotypischer  Eigenschaften,  betreffend  der  Physiologie  und  Morphologie  der  Zelle, 
feststellen.  Das  exakte  Zusammenspiel  und  Wirken  intrazellulärer  Signalkaskaden  bildet  die 
Grundvoraussetzung  für  die  zelluläre  Kommunikation  und  Organisation  mehrzelliger 
Organismen. Störungen dieser Homöostase aus extrazellulärer Signalgebung und intrazellulärer 
Signalübertragung  und  Reaktion  führen  zur  Entstehung  von  Krankheiten.  Betreffen  solche 
Störungen die präzise Regulation des Differenzierungs‐ und Proliferationsverhalten von Zellen, 
mit dem über Signaltransduktionskaskaden genetisch reguliertem Gleichgewicht aus Zellzyklus‐













Immunsystem,  einer  Eigenversorgung  mit  Sauer‐  und  Nährstoffen  sowie  einer 
Reprogrammierung des Energiestoffwechsels und schlussendlich in einer Verteilung entarteter 
Zellen im Organismus über Blut und Lymphe (Metastasierung). Diese pathophysiologischen und 
morphologischen  Merkmale  neoplastischer  Zellen  wurden  von  Douglas  Hanahan  und  Robert 
Weinberg  unter  der  Bezeichnung  „Hallmarks  of  Cancer“  zusammengefasst  (Hanahan  & 
Weinberg, 2011). Die maligne Transformation einer Zelle durch Mutationen und epigenetische 
Veränderungen erweist sich dabei als Abhängig von einer Aktivierung von Genen welche einen 
Tumor‐Phänotyp,  mit  zuvor  genannten  Merkmalen,  induzieren  (Onkogene),  sowie  von  einer 
Inaktivierung  von  Genen  welche  dem  Transformationsprozess  entgegen  wirken 
(Tumorsuppressorgene).  Aufgrund  des  Einflusses  einer  Vielzahl  endogener  und  exogener 
Stressfaktoren  (z.B.  Fehler  bei  der  Replikation,  Einfluss  reaktiver  Sauerstoffspezies  (ROS), 





Apoptoseprozess  einleiten.  Daher  liegt  die  Vermutung  nahe,  dass  die  Manifestierung  eines 
neoplastischen Zustandes von einer Mutation zentraler Komponenten zellulärer Signalgebung 
abhängt,  welche  aufgrund  ihrer  zentralen  Rolle  in  dem  komplexen  zellulären  Netzwerk 
interagierender  und  modifizierender  Signalmoleküle  (Papin  et  al.,  2005;  Ravasi  et  al.,  2010) 
zelltypabhängig  entscheidende  prokanzerogene  Aktivitäten  aufweisen  (Fearon  &  Vogelstein, 
1990; Weinstein, 2000). Trotz der hohen Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen eines Organismus, 
mit  ebenfalls  vielzähligen  unterschiedlichen  Funktionen,  ist  nur  eine  geringe  Anzahl  von 
Signaltransduktionskaskaden  für  deren  Produktion  bzw.  Differenzierung  während  der 






Kinzler,  2004),  weshalb  man  von  einer  Abhängigkeit  („oncogene  addiction“)  von  Tumoren 










orthologe  Stat‐Gene  in  niederen  Eukaryoten  wie  den  Schleimpilzen  (Dictyostelium),  Insekten 





einer  zellulären  Stimulation  mit  Zytokinen  und  Hormonen,  nach  Rezeptor‐assoziierter 
Phosphorylierung, in den Nukleus translokieren und die Expression responsiver Gene initiieren, 
wurden Stat‐Proteine vor etwa 20 Jahren erstmalig entdeckt und charakterisiert. So geschehen 
im  Falle  der  Expressionsregulation  responsiver  Gene  in  HeLa‐Zellen  nach  Interferon‐(α, γ )‐
Behandlung,  der hormongesteuerten  Expression von β‐Casein in alveolaren Epithelzellen der 
Brustdrüse  während  der  Laktation  sowie  der  Vermittlung  einer  Expression  von  Akut‐Phase‐
Proteinen  in  Leberzellen  nach  IL‐6  Stimulation  (Schindler  et  al.,  1992;  Wakao  et  al.,  1992; 
Wegenka et al., 1993). Bis heute konnten mehr als 50 verschiedene Hormone, Zytokine und 
Wachstumsfaktoren identifiziert werden, welche über eine rezeptorvermittelte Aktivierung von 






was  auf  eine  evolutionäre  Duplikation  initialer  Stat‐Gene  oder  deren  Locus  schließen  lässt 
(Copeland et al., 1995). Im humanen Genom liegen die Gene für Stat1 und Stat4 auf Chromosom 
2, Stat2 und Stat6 auf Chromosom 12 sowie Stat3 und die eng verwandten Stat5A und Stat5B 
Gene  auf  Chromosom  17.  Mit  Auflösung  der  Kristallstruktur  von  Stat‐Homodimeren,  der 



















hydrophile  Oberfläche  der  Coiled‐Coil‐Domäne  erlaubt  eine  Interaktion  mit  einer  Vielzahl 
regulatorischer Proteine, wie p48/IRF9, c‐Jun, StIP, Nmi (Collum et al., 2000; Horvath et al., 
1996;  Zhu  et  al.,  1999),  dem  Corepressor  SMRT  (Nakajima  et  al.,  2001)  oder  den  negativ 
regulatorischen PIAS‐Proteinen (Borghouts et al., 2010). Über ein nukleäres Lokalisationssignal 
(NLS),  welches  mit  Importin‐α‐Komplexen  wechselwirkt,  ist  die  Coiled‐Coil‐Domäne  zudem 
maßgeblich an der nukleären Translokation von Stat‐Proteinen beteiligt (Begitt et al., 2000; Ma 
& Cao, 2006; Ma et al., 2003; Strehlow & Schindler, 1998). Die C‐terminal anschließende zentrale 




Darnell,  2002).  Die  DBD  von  dimeren,  transkriptionell  aktiven  Stat‐Proteinen  erkennt 
palindromische DNA‐Enhancer‐Elemente der Abfolge TTC(N)2‐4GAA, welche in Zusammenhang 




DBD  dimerer  Stat‐Proteine  bei  der  nukleären  Translokation  beschrieben  (Ma  &  Cao,  2006; 
McBride  et  al.,  2002;  McBride  &  Reich,  2003).  Eine  helikale  Linker‐Domäne  (~  aa  490‐580) 
verbindet  die  DBD  mit  der  SH2‐Dimerisierungsdomäne.  Eine  regulatorische  Funktion  des 
nukleären Im‐ & Exports ist ebenfalls für diese Domäne beschrieben (Bhattacharya & Schindler, 
2003; Marg et al., 2004). Nach reziproker Interaktion Tyrosin‐phosphorylierter Stat‐Monomere 










2002).  Über  die  Erkennung  von  Phosphotyrosin‐Motiven  vermittelt  die  SH2‐Domäne  die 
Interaktion  von  Stat‐Proteinen  mit  spezifischen  Phosphotyrosin‐Resten  aktivierter 
Transmembranrezeptoren,  Interaktionen  mit  Janus  Kinasen  und  die  Bildung  von  Homo‐  und 
Heterodimeren  über  reziproke  Phosphotyrosin‐Interaktion  aktivierter  Stat‐Monomere 
(Barahmand‐Pour et al., 1998; Greenlund et al., 1995; Gupta et al., 1996; Shuai et al., 1994). Der 
für  die  Dimer‐Bildung  über  reziproke  SH2‐Interaktion  verantwortliche  kritische  Tyrosin‐Rest 
befindet sich in einem Bereich, welcher sich C‐terminal direkt an die SH2‐Domäne anschließt 
(Stat1: Tyr701; Stat2: Tyr690; Stat3: Tyr705; Stat4: Tyr693; Stat5A: Tyr694; Stat5B: Tyr699; Stat6: 
Tyr641)  (Calo  et  al.,  2003).  Die  Phosphorylierung  dieses  Tyrosin‐Restes  bestimmt  daher  den 
Aktivitätszustand von Stat‐Proteinen als dimere Transkriptionsfaktoren. Komplettiert werden die 
Stat‐Proteine  durch  eine  Transaktivierungsdomäne  (TAD)  am  C‐Terminus.  Zwischen  den 
Mitgliedern  der  Stat‐Familie  weist  die  TAD  die  größte  Varianz  aller  Domänen  hinsichtlich  
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Sequenzhomologie und Länge auf. Diese Varianz ermöglicht eine Stat‐spezifische Regulation der 
Zielgen‐Expression,  über  die  Formierung  verschiedener  Transkriptions‐Coaktivator‐  bzw. 
Transkriptions‐Corepressor‐Komplexe.  Zusätzlich  wird  die  transkriptionelle  Aktivität  der 




1998).  In  Folge  alternativen  mRNA‐Spleißens  und  proteolytischer  Prozessierung  auftretende, 
verkürzte  Statβ‐Isoformen  ohne  TAD,  wirken,  trotz  Dimerisierung  und  DNA‐Bindung,  als 
dominant‐negative Regulatoren ohne transkriptionelle Aktivität (Schindler & Strehlow, 2000), 
was die Notwendigkeit spezifischer TAD‐Cofaktor‐Interaktionen unterstreicht. Eine Übersicht der 












Signaltransduktoren  und  nukleäre  Transkriptionsfaktoren,  eine  doppelte  und  evolutionär 
einzigartige  Funktion in  der Zelle aus. Ohne  die  Notwendigkeit einer Aktivierung sekundärer 
Signal‐  oder  Effektormoleküle  (Kinasen,  Adaptorproteine,  Transkriptionsfaktoren  etc.) 
ermöglichen  Stat‐Proteine  eine  einfache,  schnelle  und  effiziente  Weiterleitung  Liganden‐
induzierter Signale in den Zellkern und wandeln diese, über die Expression spezifischer Gene, in 
phänotypische  Merkmalsänderungen  bzw.  Reaktionen  um.  Die  hohe  Anzahl  aktivierender 
Liganden,  welches  das  nahezu  komplette  Spektrum  an  Zytokinen  sowie  Hormone  und 
Wachstumsfaktoren  umfasst,  bestimmt  dabei  ihre  Vielseitigkeit  hinsichtlich  der  Regulation 
biologischer  Prozesse  im  zellulären  Kontext  bestimmter  Gewebe.  Zytokinrezeptoren  wie  der 
gp130‐Rezeptor besitzen keine eigene intrinsische Tyrosinkinase‐Aktivität. Über die Aktivierung 
von  assoziierten  Tyrosinkinasen  der  Januskinase‐Familie  (Jak)  löst  die  konformationelle 
Änderung  von  Zytokinrezeptoren,  nach  Rezeptor‐Liganden‐Interaktion,  eine  Kaskade  von 
Tyrosin‐Phosphorylierungsreaktionen aus. Die Familie der Januskinasen besteht in Säugern aus 
vier Mitgliedern: Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2, welche mit den zytoplasmatischen Domänen von 
Membranrezeptor‐Untereinheiten  der  meisten  Zytokinrezeptoren,  aber  auch  Hormon‐  und 
Chemokin‐aktivierten G‐Protein‐gekoppelten Rezeptoren, assoziiert vorliegen (Laurence et al., 
2012;  Luchtefeld  et  al.,  2001;  Ortmann  et  al.,  2000;  Soriano  et  al.,  2003).  In  Folge  der 
Dimerisierung bzw. Oligomerisierung von Rezeptor‐Untereinheiten werden die Jak‐Kinasen in 





kommt  es  zu  einer  Akkumulation  monomerer  Stat‐Proteine  an  den  zytoplasmatischen 
Rezeptordomänen (Greenlund et al., 1995). Diese werden daraufhin an ihrem kritischen Tyrosin‐
Rest  zwischen  der  SH2‐  und  Transaktivierungsdomäne  durch  die  Jak‐Kinasen  phosphoryliert, 
dissoziieren  vom  Rezeptor  und  bilden  Dimere  im  Zytoplasma  über  reziproke  SH2‐
Phosphotyrosin‐Interaktion  jeweils  2  aktivierter  Monomere  (Shuai  et  al.,  1994).  Das  über 





werden.  Zusätzlich  können  das  strukturell  eng  verwandte  Stat5A‐  und  Stat5B‐Protein 
Heterodimere ausbilden (Horvath, 2000).  
Strukturanalysen  von  Stat‐Proteinen  unstimmulierter  Zellen  ergab  deren  Fähigkeit,  stabile 









Translokation  von  Stat‐Dimeren  erweist  sich  jedoch,  vor  allem  hinsichtlich  der 
Translokationsgeschwindigkeit,  als  Abhängig  von  der  Phosphorylierung  und  der  Formierung 
strukturell  paralleler  Dimere  durch  reziproke  SH2‐Phosphotyrosin‐Interaktion.  In  Folge  dieser 
konformationellen Änderung wird eine Sequenz innerhalb der DBD exponiert, welche als aktives 
nukleäres  Lokalisationssignal  (NLS)  wirkt  und  mit  Importin‐α  Adaptorproteinen  interagiert. 
Zusätzlich beinhaltet die Coiled‐Coil‐Domäne eine NLS‐Sequenz (Iyer & Reich, 2008; Ma & Cao, 
2006;  McBride  et  al.,  2002;  McBride  &  Reich,  2003).  Stat‐spezifische α ‐ Importine  binden 
ihrerseits Importine der Karyopherin‐β Familie, welche als Transporter die Translokation durch 
den  Porenkomplex  der  Kernmembran  ermöglichen  (Reich  &  Liu,  2006).  Entgegengesetzt 
ursprünglicher Beobachtungen das inaktive Stat‐Proteine ausschließlich latent im Zytoplasma 
vorliegen,  konnte  jedoch  gezeigt  werden  das  unphosphorylierte  Stat1,  Stat3  und  Stat5‐
Monomere  durch  einen  Energie‐  und  Carrier‐unabhängigen  Mechanismus  in  der  Lage  sind, 
permanent zwischen Zytoplasma und Zellkern zu translokieren. Dieser Mechanismus basiert auf 
einer  Interaktion  mit  nukleären  Porenprotein  (z.B.  Nup  153  und  Nup  214)  durch  bestimmte 
Sequenzen innerhalb der Coiled‐Coil‐ und Linker‐Domäne (Iyer & Reich, 2008; Liu et al., 2005; 
Marg  et  al.,  2004).  Ein  regulatorischer  Einfluss  der  N‐terminalen  Domäne  und  C‐terminalen 
Transaktivierungsdomäne wird in diesem Zusammenhang aber auch weiterhin diskutiert.  





über  ihre  C‐terminale  TAD  Coaktivatoren  und  Corepressoren,  wie  CBP/p300,  p100,  MCM5, 
BRCA1,  SMRT  oder  Nmi‐1,  welche  anschließend  wiederum  die  Expression  der  Zielgene  über 




der  Stat‐vermittelten  Genexpression  durch  Cofaktor‐Rekrutierung  (Decker  &  Kovarik,  2000; 
Friedbichler  et  al.,  2010).  Desweiteren  konnten  Zelltyps‐abhängige  Assoziationen  mit 
verschiedenen Transkriptionsfaktoren und Cofaktoren gezeigt werden, welche über die Coiled‐
Coil‐, die Linker‐ oder die N‐terminale‐Domäne mit Stats interagieren und als Aktivatoren und 




Falle  einer  IL‐6  stimulierten  und  P‐Stat3(Tyr)  (Tyrosin‐phosphoryliertes  Stat3)  vermittelten 




multiple  regulatorische  Funktionalität  von  Stat‐Proteinen  im  Kontext  der  Genexpression. 
Abschließend sei im Zusammenhang der Genexpressionsregulation durch Stat’s zu erwähnen, 
dass auch Aktivitäts‐regulierende Sekundärmodifikationen von Stat‐Aminosäureresten in Form 





regulieren  Stat‐Proteine  eine  Vielzahl  zellbiologischer  Prozesse  wie  Proliferation, 
Differenzierung,  Migration,  Apoptose,  Zellbestand  („survival“),  Regulation  von 
Immunzellreaktionen  oder  Sauerstoffversorgung  (Angiogenese)  und  Energiemetabolismus 
(Demaria  et  al.,  2010;  Desrivieres  et  al.,  2006;  Yu  &  Jove,  2004;  Yu  et  al.,  2009).  Die 
Dephosphorylierung transkriptionell aktiver Stat’s durch nukleäre Phosphatasen wie TC45 oder 
SHP2 (ten Hoeve et al., 2002) führt zu einer Dissoziation dimerer Stat’s von der DNA und zu einer 






Komplex  koppelt.  Nach  Hydrolyse  von  RAN‐GTP  zu  RAN‐GDP  im  Zytoplasma  dissoziieren  die 
Stat’s  als  unphosphorylierte  Monomere  vom  Exportkomplex  und  stehen  einer  erneuten 
Aktivierung durch Rezeptor‐assoziierte Jak’s zur Verfügung (Reich & Liu, 2006).   
Eine  Aktivierung  von  Stat‐Proteinen,  durch  Phosphorylierung  ihres  kritischen  Tyrosin‐Restes, 
erfolgt jedoch nicht ausschließlich über Jak‐Kinasen. Wachstumsfaktorrezeptoren, wie der EGF‐ 
oder PDGF‐Rezeptor, besitzen eine eigene intrinsische Tyrosinkinase‐Aktivität, über welche eine 
direkte  oder  indirekte  Phosphorylierung  von  Stat‐Proteinen  erfolgen  kann.  Im  Falle  einer 
indirekten Aktivierung erfolgt die Phosphorylierung von Stat‐Proteinen durch Nicht‐Rezeptor‐
Tyrosinkinasen  der  Src‐Kinasefamilie  (z.B.  Src,  Lck,  Hck,  Lyn,  Fyn  oder  Fgr),  wodurch  das 
Spektrum Stat‐aktivierender Mechanismen zusätzlich erhöht wird (Olayioye et al., 1999; Paukku 
& Silvennoinen, 2004; Quesnelle et al., 2007; Shi & Kehrl, 2004; Wang et al., 2000). Bmx, ein 





des  Jak/Stat‐Signalweg  zählen  die  SOCS‐  und  PIAS‐Proteine  sowie  verschiedene  Protein‐
Tyrosinphosphatasen  (PTP’S).  Einen  klassischen  negativen  Feedback‐Mechanismus  nach 
Liganden‐Bindung  üben  die  SOCS‐Proteine  aus  („suppressor  of  cytokine  signaling“),  deren 
Familie  in  Säugern  aus  8  Mitgliedern  besteht,  SOCS  1‐7  und  CiSH  („Cytokine‐inducible  SH2‐





2008).  SOCS‐Proteine  bestehen  aus  einer  zentralen  SH2‐Domäne  mit  der  sie  spezifisch 
phosphorylierte  Tyrosin‐Reste  aktivierter  Jak‐Kinasen  und  an  zytoplasmatischen  Domänen 






Terminus  das  sogenannte  „SOCS‐Box“‐Motiv,  eine  Sequenz  welche  als  Andockstelle  für 
Komponenten  zellulärer  Ubiquitin‐Transferasekomplexe  dient  und  dadurch  eine  Ubiquitin‐












SAP‐Domäne,  das  PINIT‐Aminosäure‐Motiv,  die  mit  der  RING‐Domäne  von  E3‐Ligasen 
vergleichbare  RLD‐Domäne  („RING‐finger‐like‐zinc‐binding  domain“)  und  die  AD‐Domäne 
(„highly  acidic  domain“),  welche  ein  SUMO‐interagierendes  Motiv  beinhaltet.  PIAS‐Proteine 
besitzen keine SH2‐Domäne für eine Phosphotyrosin‐spezifische Interaktion mit Zielproteinen. 
Sowohl  inhibierende  als  auch  aktivierende  Regulationsmechanismen  sind  für  PIAS‐Proteine 
beschrieben, welche in einem Review von Shuai & Liu zusammengefasst wurden (Shuai & Liu, 
2005). Dies beinhaltet die Aktivität von PIAS‐Proteinen als SUMO‐E3‐Ligase, wobei SUMOylierte 
Transkriptionsfaktoren  strukturabhängig  mit  Corepressor‐  oder  Coaktivator‐Komplexen 
interagieren  können,  sowie  eine  eigene  Aktivität  von  PIAS‐Proteinen  als  Coaktivatoren  oder 
Corepressoren, indem sie nach Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor dessen DNA‐Bindung 
inhibieren, ihn in der subnukleären Matrix sequestrieren oder einen Corepressor‐Komplex durch 
die  Rekrutierung  von  Histon‐Deacetylasen  bzw.  einen  Coaktivator‐Komplex  durch  die 
Rekrutierung  von  CBP/p300  bilden.  PIAS1  und  PIAS3  interagieren  mit  Stat1  und  Stat3  und 
inhibieren  deren  Bindung  an  die  DNA  (Chung  et  al.,  1997;  Liu  et  al.,  1998a),  wobei  eine 
Interaktion  der  C‐terminalen  Region  von  PIAS1  mit  der  N‐terminalen  Region  von  Stat1 
beobachtet  wurde  (Liao et al., 2000). Gleiches gilt für PIAS3 und Stat3, hier konnten die  C‐
terminale  AD‐Domäne  von  PIAS3  und  die  N‐terminale  Coiled‐Coil  Domäne  von  Stat3  als  
14 
interagierende  Grenzflächen  identifiziert  werden  (Borghouts  et  al.,  2010).  Diese  Interaktion 
schließt  jedoch  auch  eine  mögliche  SUMOylierung  über  die  SUMO‐Bindeaktivität  der  AD‐
Domäne  und  E3‐Ligaseaktivität  der  RLD‐Domäne  nicht  aus.  Im  Falle  von  Stat1  konnte  eine 
SUMOylierung durch verschiedene  PIAS‐Proteine gezeigt werden (Ungureanu et al., 2003). Für 
PIASx  ist  ein  repressorischer  Einfluss  auf  Stat4  durch  Histon‐Deacetylase‐Rekrutierung 
beschrieben (Arora et al., 2003). Im Gegensatz zu den SOCS‐Proteinen werden PIAS‐Proteine 
konstitutiv exprimiert und nur wenig ist hinsichtlich ihrer Expressionsregulation bekannt.  
Zusätzlich  wird  der  Jak/Stat‐Signalweg  durch  Protein‐Tyrosinphosphatasen  (PTPs)  sowohl  im 
Zytoplasma  als  auch  im  Nukleus  negativ  reguliert.  Dies  betrifft  die  Dephosphorylierung 











der  Genexpressionsregulation  von  Zielgenen  durch  aktivierte  Stat‐Dimere  und  die  indirekte 










der  Interaktion  Transkriptions‐regulierender  Cofaktoren  und  epigenetischen  Modifikationen, 
zusätzlichen  nicht‐kanonischen  Funktionen  phosphorylierter  und  unphosphorylierter  Stat‐
Proteine  sowie  möglichen  sekundären  Modifikationen  ergibt.  Wie  bereits  zuvor  erwähnt 
regulieren  Stat‐Proteine  über  ihre  Zielgene  viele  zellbiologische  Prozesse  wie  Proliferation, 
Differenzierung,  Migration,  Zellzyklus  und  Apoptose,  Zellbestand  („survival“),  Regulation  von 
Immunzellreaktionen  oder  Sauerstoffversorgung  (Angiogenese)  und  Energiemetabolismus 
(Demaria et al., 2010; Desrivieres et al., 2006; Levy & Darnell, 2002; Yu & Jove, 2004). Aus diesen 
Prozessen  ergeben  sich  essentielle  und  zentrale  Funktionen  von  Stat‐Proteinen,  welche  im 




der  Erhaltung  des  Nervensystems  (Chiba  et  al.,  2009)  sowie  die  Regulation  von 
Wundheilungsprozessen  der  Haut  und  des  Haarwachstums  (Sano  et  al.,  1999).  Über  die 
Expression  ihrer  Zielgene  regulieren  Stat‐Proteine  zusätzlich  die  Kommunikation  zwischen 
Immunzellen  und  dem  Organismus,  wodurch  sie  Immunantworten  in  Folge  bakterieller  oder 
viraler  Infektionen,  Akut‐Phase‐Reaktionen  in  der  Leber  und  Entzündungsreaktionen 
entscheidend beeinflussen (Alonzi et al., 2001; O'Shea & Murray, 2008; Shuai & Liu, 2003; Yu et 






verschiedene  Studien  im  Verlauf  der  letzten  Jahre  immer  deutlicher  belegen  konnten.  Die 
Expression  der  Stat‐Gene  wird  mehrheitlich  über  aktivierte  Stat‐Proteine  selbst  reguliert, 
weshalb eine zelluläre Stimulation durch Zytokine wie IL6 auch zu einem rapiden Anstieg der 
Stat‐Expression  und  der  Menge  unphosphorylierter  Stat‐Monomere  in  der  Zelle  führt. 





einen  transkriptionell  aktiven  Komplex  mit  NFκB  bildet  (Yang  et  al.,  2007)  und 
unphosphoryliertes Stat6 über die Interaktion mit p300 zu einer Expression des COX‐2 Gens 
führt (Cui et al., 2007a). Einen interessanten Aspekt stellt die essentielle Beteiligung des Ser727‐
phosphorylierten  Stat3‐Proteins  bei  der  Regulation  der  oxidativen  Phosphorylierung  in  den 
Mitochondrien dar, wo es mit den Komplexen I und II der Atmungskette interagiert (Wegrzyn et 
al., 2009). Eine Analyse mitochondrialer Proteine Zytokin‐stimulierter Zellen und lymphatischer 
Leukämiezellen  ergab  zudem  eine  Präsenz  Tyrosin‐phosphorylierter  Stat5‐Proteine,  die  mit 
mitochondrialer  DNA  und  dem  Pyruvat‐Dehydrogenasekomplex  des  Citratzyklus  assoziiert 
vorliegen (Chueh et al., 2011; Chueh et al., 2010). Stat5 scheint dabei nach Zytokin‐vermittelter 
Aktivierung  in  die  Mitochondrien  zu  translokieren,  wo  es  an  der  Expressionsregulation 
mitochondrialer Gene beteiligt ist. In Drosophila konnte ein regulatorischer Einfluss des Stat5 
orthologen  Stat92E‐Proteins  bei  der  Heterochromatin‐Stabilisierung  identifiziert  werden. 
Unphosphoryliertes Stat92E liegt dabei in einem Komplex mit dem Heterochromatin Protein 1 
(HP1) und Heterochromatin assoziiert vor und stabilisiert dabei dessen kondensierte Struktur, 
als  epigenetischer  Regulationsmechanismus  der  Genexpressions‐Inhibierung  und  Schutz  vor 
genotoxischen Einflüssen (Shi et al., 2008; Yan et al., 2011). In Folge der Aktivierung von Stat92E 
durch  das  Jak  Drosophila‐Ortholog  Hop  kommt  es  zu  einer  Auflösung  des  Komplexes,  der 
Destabiliserung von Heterochromatin und der Formierung transkriptionell aktiven Euchromatins 
mit der Induktion von Stat92E‐Zielgenen. Die Beteiligung unphosphorylierter Stat5‐Monomere 




aktives  Jak2  in  humanen  hämatopoetischen  Zellen,  mit  dem  Resultat  der  Auflösung 
kondensierten Heterochromatins nach Dissoziation von HP1α und der Aktivierung von Stat5‐























Aktivierung  verschiedener  Protoonkogene,  äußerst  selten  sind.  Vielmehr  bilden  aktivierende 
Genmutationen  verschiedener  Kinasen,  Fusionskinasen  und  Rezeptoren,  welche  ihrerseits 
wiederum  an  einer  Aktivierung  von  Stat3  und  Stat5  beteiligt  sind,  sowie  inaktivierende 
Genmutationen  verschiedener  natürlicher  Negativregulatoren  des  Stat‐Signalwegs,  wie  den 
SOCS‐  und  PIAS‐Proteinen,  die  Hauptursache  für  eine  Deregulation  in  Tumoren.  Zusätzlich 
beeinflussen  Mutationen,  mit  dem  Resultat  einer  erhöhten  Expression  und  Sekretion 
Abb. 1‐3: Der regulatorische Einfluss von Stat‐Proteinen im Organismus.  
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aktivierender  Liganden,  welche  auf  die  Zelle  rückwirken  (autokrine  Signalübertragung)  oder 
durch umgebende Zellen abgegeben werden (parakrine Signalübertragung), oft einhergehend 
mit  einer  Überexpression  aktivierender  Rezeptoren,  die  Intensität  der  Jak/Stat‐vermittelten 
Signalgebung maßgeblich (Yu & Jove, 2004; Yu et al., 2009). Zusammenfassend lässt sich eine 
aberrante Aktivierung von Stat‐Proteinen im Verlauf der Tumorgenese daher mehrheitlich als 
eine  Folge  verschiedener  zellulärer  Veränderungen  betrachten  und  weniger  als  ein  initiales 
Ereigniss zellulärer Transformation. Eine konstitutive Aktivierung von Stat‐Proteinen, vor allem 
von  Stat3  und  Stat5,  trägt  aufgrund  der  zentralen  Rolle  Jak/Stat‐vermittelter  zellulärer 
Signalgebung  jedoch  einer  fortschreitenden  Entartung  benigner  und  maligner  Tumore 
entscheidend bei. Über die Expression ihrer Zielgene regulieren sie essentielle Mechanismen der 
Tumorgenese  wie  gesteigertes  Zellwachstum,  Apoptosehemmung,  Migration  und 
Metastasierung, Sauerstoff‐unabhängiger Energiestoffwechsel, Angiogenese und die Umgehung 
der  antitumoralen  Immunabwehr,  einhergehend  mit  der  Induktion  prokanzerogener 
Entzündungsherde (Calo et al., 2003; Demaria et al., 2010; Yu & Jove, 2004; Yu et al., 2009). All 
diese in Folge einer aberranten Stat3 und Stat5 Aktivität induzierten Effekte zählen zu den von 
Douglas  Hannahan  und  Robert  Weinberg  postulierten  „Hallmarks  of  Cancer“  (Hanahan  & 
Weinberg,  2011),  weshalb  Tumore  hinsichtlich  ihrer  Viabilität  häufig  eine  phänotypische 
Abhängigkeit  gegenüber  dieser  beiden  Transkriptionsfaktoren  entwickeln  („(non‐)oncogene 
addiction“). Eine Abhängigkeit, welche durch nicht‐kanonische Funktionen von Stat3 und Stat5 
wie  die  Aktivität  als  transkriptionelle  Coaktivatoren,  die  Regulation  der  oxidativen 











Psoriasis  (Mack  et  al.,  2012)  verbunden.  Im  Fall  von  neurodegenrativen  Erkrankungen  wie 











kurz  darauf  die  Zuordnung  zu  der  „Signal  Transducer  and  Activator  of  Transcription“ 
Proteinfamilie und in Zusammenhang mit der Identifizierung eines zweiten nahezu identischen 
Gens, die Umbenennung in Stat5A und Stat5B (Liu et al., 1995), oder einheitlich, aufgrund der 
Homologie,  Stat5.  Orthologe  Stat5‐Gene  konnten  zudem  in  Insekten,  Lurchen  und  Fischen 
identifiziert werden (Pascal et al., 2001; Shi et al., 2008; Sung et al., 2003). Das Molekulargewicht 
der  Stat5A  und  Stat5B  Isoformen  beträgt  etwa  90  kDa,  mit  einer  Länge  von  793  bzw.  786 
Aminosäuren, welche eine Sequenzhomologie von etwa 95% aufweisen. Die größte Varianz tritt 
dabei  innerhalb  der  Transaktivierungsdomäne  (TAD)  auf,  über  welche  Zelltyp‐spezifische 







Liganden,  was  wiederum  verschiedenste  Zytokine,  Hormone  und  Wachstumsfaktoren 
einschließt.  Die  Aktivierung  durch  Tyrosinphosphorylierung  erfolgt  über  den  kritischen 
Tyrosinrest 694 des Stat5A‐ und Tyr699 des Stat5B‐Proteins, wobei in der Folge auch Stat5A/B‐
Heterodimere  ausgebildet  werden  können  (Horvath,  2000).  Die  für  die  Transaktivierung 
essentiellen, konservierten Serin‐Reste befinden sich an den Positionen 725 und 779 innerhalb 
der  TAD  des  Stat5A‐Proteins  und  an  Position  730  des  Stat5B‐Proteins  und  werden  Zelltyp‐












jedoch  ubiquitär  in  einer  großen  Menge  im  Organismus  exprimiert  (Kornfeld  et  al.,  2008). 
Obwohl  die  benachbarten  Stat5A‐  und  Stat5B‐Gene  gemeinsame  regulatorische  Promotor‐









Eine  Vielzahl  von  Stat5‐Zielgenen  konnten  identifiziert  werden,  welche  auf  zellulärer  Ebene 
Prozesse  wie  Proliferation,  Differenzierung,  Migration,  Zellzyklus  und  Apoptose, 
Energiemetabolismus  und  Kohlenhydratstoffwechsel  sowie  DNA‐Replikation, ‐ Rekombination 
und ‐ Reparatur  regulieren.  Im  Gewebeverbund  regulieren  Stat5‐Zielgene  Organmorphologie, 
Hämatopoese  &  Immunreaktionen,  die  Mammogenese  sowie  Funktion  und  Ausbildung  der 
Prostata, des Nerven‐ und kardiovaskulären Systems (Ehret et al., 2001; Eilon & Barash, 2009; 
Nevalainen et al., 2000). In der Leber reguliert Stat5, primär Stat5B, in Kooperation mit dem 
Glucocorticoid‐Rezeptor  (GR),  zudem  den  Geschlechtsdimorphismus  und  das  postnatale 
Körperwachstum, in Folge Wachstumsfaktor und Steroidhormon (Glucocorticoide, Androgene, 




























Einige  der  Stat5  vermittelten  Prozesse  im  Organismus,  wie  zum  Beispiel  die  Regulation  der 
Lymphozyten‐Aktivität  und ‐ Differenzierung,  resultiert  zusätzlich  aus  der  Aktivität  als 




Wie  bereits  einleitend  erwähnt  wurde  Stat5,  oder  genau  genommen  Stat5A,  durch  seine 
transkriptionelle  Aktivität  in  der  Brustdrüse  entdeckt.  In  Folge  der  Sekretion  laktogener 
Hormone  (Prolaktin,  Insulin,  Estrogene,  Glucocorticoide)  und  Wachstumsfaktoren  (EGF,  IGF, 
TGF‐α), während der Schwangerschaft und der Laktationsphase, reguliert aktiviertes Stat5 die 
Proliferation  des  luminalen  Epithels,  die  terminale  Proliferation  und  Differenzierung  der 





al.,  2010;  Yamaji  et  al.,  2009).  Als  Folge  der  Inaktivierung  von  Stat5A  durch  Gen‐Knockout 
konnten jedoch kompensatorische Effekte des Stat5B‐Proteins festgestellt werden (Liu et al., 
1998b).  Die  Aktivierung  und  Expression  von  Stat5  in  der  Brustdrüse  wird  endogen  nach 
Liganden‐Bindung  primär  über  Jak2,  c‐Src,  Akt1,  Pak1, β ‐ Integrin  und  den  ELF5‐
Transkriptionsfaktor reguliert. Eine Inhibierung von Stat5‐Signalen im Brustdrüsenepithel erfolgt 
endogen  über  SOCS‐Proteine  (v.a.  SOCS1  und  SOCS3)  und  dem  Membran‐gebundenen  Jak‐
Inhinitor Caveolin‐1 (Furth et al., 2011). Die komplexen Mechanismen der Liganden‐vermittelten 









einem  geringeren  Umfang  aktive  Stat5A/B‐Heterodimere,  im  Zytoplasma.  Nach  spezifischer 
Bindung von Stat5A an GAS‐Elemente im β‐Casein‐Promotor kommt es zu einer Rekrutierung 
und  Interaktion  mit  den  Coaktivatoren  GR,  CBP/p300,  p100  und  C/EBPβ  und  zu  einer 
Dissoziation der transkriptionellen Repressoren YY1, HDAC3 und LIP. Über Histon‐Acetylierung 





(PR)  bindet  an  proximale  Promotor  und  distale  Enhancer‐Elemente  des β ‐ Casein‐Gens  und 









induziert,  vermittelt  Stat3  nach  Abschluss  der  Laktation,  in  der  sogennanten  Phase  der 
Involution,  den  Abbau  bzw.  die  Remodellierung  des  duktalen  und  alveolären 
Brustdrüsengewebes,  durch  Induktion  pro‐apoptotischer  Signale,  sowie  den  Stopp  der 
Milchprotein‐Expression. Stat3 und  Stat5 zeigen dabei reziproke Aktivierungsmuster,  mit  der 
Aktivierung von Stat5 und Inaktivierung von Stat3 während Schwangerschaft und Laktation und 
der  Inaktivierung  von  Stat5  und  Aktivierung  von  Stat3  während  der  Involution.  Diese 
Modifikation  zellulärer  Phänotypen  im  Verlauf  der  einzelnenen  Stadien  der  Mammogenese 






bzw.  den  Erhalt  CD34
+  hämatopoetischer  Stammzellen  (HSC),  als  auch  die  Produktion  und 
Differenzierung  sämtlicher  Leukozyten,  myeloischen  und  lymphatischen  Phänotyps,  der 
Erythrozyten  und  Thrombozyten  (Wang  et  al.,  2009;  Wierenga  et  al.,  2008).  Vor  allem  die 




(natürliche  Killerzellen)  ist  in  einem  hohen  Maße  von  der  Präsenz  aktiver  Stat5‐Proteine 
abhängig, wie Gen‐Knockout‐Studien in der Maus ergaben (Hoelbl et al., 2006; Yao et al., 2006). 
Der  enorme  Einfluss  von  Stat5  auf  die  Physiologie  des  blubildenden  Systems  konnte  zudem 
anhand der Regulation der Erythropoese und der Funktion von Erythrozyten belegt werden. In 




in  murinen  Jak2‐  und  Erythropoeitin‐Rezeptor  (EpoR)‐defizienten  fötalen  Leberzellen  eine 
Erythropoietin‐unabhängige Sicherung der Überlebensfähigkeit erythroider Progenitorzellen und 
die  Differenzierung  reifer  Erythrozyten  (Grebien  et  al.,  2008).  Weiterhin  sind  essentielle 
Funktionen  hinsichtlich  der  Regulation  von  Immunität  und  Immunzellreaktionen,  wie  die 
Regulation der Aktivität von T‐Helfer‐, regulatorischen und zytotoxischen T‐ und NK‐Zellen, die 
Regulation  der  Aktivität  von  eosinophilen  Granulozyten,  Mastzellen,  Makrophagen  und 







Zusätzlich  zu  den  genannten  essentiellen  Funktionen,  welche  Stat5A  &  Stat5B  als 
Transkriptionsfaktoren  im  Nukleus  ausüben,  konnten  in  den  vergangenen  Jahren  zusätzliche 
nicht‐kanonische Aktivitäten von Stat5 identifiziert werden, welche sich ebenfalls entscheidend 
auf  die  Physiologie  und  Morpholgie  von  Zellen  allgemein  und  gewebespezifisch  auswirken. 
Unphosphorylierte  Stat5‐Monomere  als  auch  unphosphorylierte  antiparallele  Stat5‐Dimere, 
welche über die Interaktion von α‐Helices und β‐Faltblatt Strukturen der Coiled‐Coil‐ und DNA‐
Bindedomäne  gebildet  werden,  sind  ebenfalls  in  der  Lage  sich  permanent  zwischen  dem 
Zytoplasma und dem Zellkern hin und her zu bewegen und lassen sich in allen Organellen der 
Zelle  detektieren  (Iyer  &  Reich,  2008;  Neculai  et  al.,  2005).  Dementsprechend  konnten 
zusätzliche Funktionen von Stat5 auch in verschiedenen Zellkompartimenten detektiert werden. 
Hierzu zählt die Erhaltung von Stabilität und Struktur kondensierten Heterochromatins durch 
unphosphorylierte  Stat5‐Monomere,  als  Mechanismus  der  Expressionskontrolle  und  des 
Schutzes gegenüber genotoxischer Noxen, sowie die Regulation mitochondrialer Gene (Chueh et 




mit  anderen  Proteinen  und  Signalkaskaden  zählt  die  regulatorische  Interaktionen  mit  dem 
Glucocorticoid‐Rezeptor  (GR),  im  physiologischen  Zustand  in  der  Leber,  wo  Stat5B  in 
Kooperation mit dem GR essentielle Gene des Körperwachstums und Geschlechtsdimorphismus 
reguliert  (Engblom  et  al.,  2007),  sowie  die  Interaktion  mit  dem  Androgen‐Rezeptor  in  der 
Prostata,  welche  in  Folge  einer  gesteigerten  transkriptionellen  Aktivität  beider  Proteine  vor 
allem  pathophysiologische  Effekte,  mit  der  Ausbildung  aggressiver  Prostata‐Karzinome, 











permanente  Assoziation  unphosphorylierter  Stat5‐Proteine  mit  dem  Golgi‐Apparat  und  dem 
rauen  ER  in  Fibroplasten,  glatten  Muskel‐  und  vaskulären  Zellen  identifiziert  wurde.  Eine 
Inhibierung der Stat5‐Expression durch RNA‐Interferenz konnte belegen, dass Stat5 essentiell für 
den Erhalt von Struktur und Funktion dieser beiden Organellen ist (Lee et al., 2012). Zusätzlich zu 
der  für  viele  Prozesse  des  Organismus  essentiellen  Aktivität  als  Transkriptionsfaktor, 









erste  dokumentierte  Zusammenhang  zwischen  einer  gesteigerten  Stat5‐Aktivität  und  der 
malignen Transformation von Zellen reicht zurück ins Jahr 1996, nur zwei Jahre nach seiner 
Entdeckung  und  erfolgreichen  Klonierung.  Nachdem  zuvor  eine  konstitutive  Aktivierung  des 
Jak/Stat‐Signalwegs in unreifen Prä‐B‐Zellen, nach vorheriger Infektion mit dem v‐abl Onkogen 
exprimierendem  murinem  Abelson  Leukämie‐Virus  (A‐MuLV),  identifiziert  wurde,  war  es  die 
Gruppe um Ilaria Jr. und Van Etten in Boston, welche den direkten Zusammenhang zwischen der 
Initiation  einer  chronisch  myeloischen  Leukämie  durch  das  Fusionsprotein  Bcr‐Abl  und  einer 
konstitutiven Stat5‐Phosphorylierung aufzeigen konnte (Danial et al., 1995; Ilaria & Van Etten, 
1996).  In  den  Folgemonaten  konnte  dieser  Zusammenhang  in  periphären  Blutzellen  von 
Patienten  mit  akut  myeloischer  (AML),  akut  lymphatischer  (ALL)  und  chronisch  myeloischer 
Leukämie (CML) bestätigt werden (Chai et al., 1997). Bcr‐Abl ist eine onkogene Fusionskinase, 
welche als Produkt der Translokation der Chromosomen 9 und 22 t(9;22) (q34;q11) durch das 
anschließend  verkürzte  Chromosom  22  (nach  dem  Ort  der  Entdeckung  auch  „Philadelphia‐




einer  5‘‐Proteindomäne  des  bcr‐Gens  des  Chromosoms  22  („breakpoint  cluster  region“) 
fusioniert wird. Je nach Lokalisation des Strangbruches im bcr‐Gen können drei Isoformen des 
Fusionsgens unterschiedlicher Größe gebildet werden, Bcr‐Abl p190, p210, p230 (190, 210, 230 
kDa).  Die  Fusion  führt  zu  einer  Dimerisierung  und  Tetramerisierung  des  Proteins  mit  dem 
Resultat  der  Autophosphorylierung  von  Tyrosinresten  durch  die  abl‐Tyrosinkinase.  Über  die 
phosphorylierten  Tyrosinreste  kommt  es  zu  einer  SH2‐Domäne‐vermittelten  Interaktion  mit 
verschiedenen  Signalmolekülen,  welche  ihrerseits  wiederrum  durch  die  abl‐Kinase  aktiviert 
werden  (Pendergast  et  al.,  1991;  Pendergast  et  al.,  1993).  Über  die  Phosphorylierung  des 
kritischen Tyrosin‐Restes induziert Bcr‐Abl eine permanente Aktivierung von Stat5A/B‐Proteinen, 
entweder  direkt  (Nieborowska‐Skorska  et  al.,  1999)  oder  indirekt  über  Bcr‐Abl  aktivierte 
Vertreter der Src‐Kinasefamilie (Klejman et al., 2002; Nam et al., 2007; Wilson et al., 2002). Das 
die anschließende konstitutive Stat5‐Aktivität, mit der Expression von Zielgenen wie CyclinD1, 
Bcl‐xL,  c‐myc  oder  Mcl‐1,  einen  entscheidenden  Regulationsmechanismus  der  Bcr‐Abl‐
induzierten Leukämie darstellt, konnte in einer Vielzahl von Studien in vitro (de Groot et al., 
2000; Horita et al., 2000) und in vivo (Hoelbl et al., 2006; Warsch et al., 2011; Ye et al., 2006) 
gezeigt  werden.  Eine  mit  fortschreitender  Transformation  auftretende  exzessive  Stat5 




Doch  Bcr‐Abl  ist  nicht  der  einzig  beschriebene  Auslöser  Stat5‐vermittelter  leukämischer 
Transformation.  Denn  auch  im  Falle  der  größtenteils  Bcr‐Abl‐unabhängigen  AML  konnte  ein 
essentieller Zusammenhang zwischen aberranter Stat5‐Aktivität und der Selbsterneuerung und 
Expansion  leukämischer  Stamm‐  und  Progenitorzellen  gezeigt  werden  (Heuser  et  al.,  2009; 
Schepers et al., 2007). Aufgrund der vergleichsweise hohen Teilungsaktivität hämatopoetischer 
Stamm‐  &  Progenitorzellen  ist  das  Risiko  des  Auftretens  chromosomaler  Abberationen  stark 
erhöht.  Tel‐Jak1‐3,  Tel‐Abl,  Tel‐PDGFβR  oder  Npm‐Alk  sind  Beispiele  weiterer 
Translokationsprodukte  mit  onkogener  Kinaseaktivität,  welche  an  der  Ausbildung  von 
Neoplasien des hämatopoetischen Systems beteiligt sind und mit einer Liganden‐ bzw. Rezeptor‐
unabhängigen Aktivierung von Stat5 in Verbindung gebracht wurden (Cain et al., 2007; Carron et 
al.,  2000;  Nieborowska‐Skorska  et  al.,  2001;  Pecquet  et  al.,  2007;  Schwaller  et  al.,  2000; 









unter  Kap.  1.2.2)  verstärkt  zudem  das  leukämische  Potential  der  Tel‐Jak2  und  Jak2  (V617F) 


































wird,  ist  das  Auftreten  deregulierter  Stat5‐Aktivitäten  in  Brusttumoren  (Mammakarzinom) 
ebenso wenig überraschend wie im Falle der Leukämie (Cotarla et al., 2004). Obgleich sich eine 
erhöhte  Stat5‐Aktivität  entscheidend  auf  den  Erhalt  der  Viabilität  alveolärer,  ductaler  und 
myoepithelialer Neoplasien auswirkt, ist die transformierende Wirkung im Vergleich zu anderen 
Onkogenen  wie  c‐Myc,  Her2/Neu  oder  Wnt1  im  Mammakarzinom  gering.  Gen‐Knockout 
Studien, mit der Herrunterregulierung von Stat5, des Prolaktin‐Rezeptors oder Caveolin‐1 sowie 






Stat5‐Aktivität  unterstützend  auf  die  Proliferation  und  maligne  Transformation  des 
Brustdrüsenepithels  aus.  Eine  konstitutive  Stat5‐Aktvivtät,  in  Folge  permanenter 
Phosphorylierung, konnte in diesem Zusammenhang mit der Ausbildung von Adenokarzinomen 
während der Involutionsphase der Mammogenese in Verbindung gebracht werden (Vafaizadeh 
et  al.,  2010).  Im  Gegensatz  dazu  wirkt  sich  Stat5  in  fortgeschrittenen  Stadien  des 














mit  erhöhter  Aktivität  beider  Stat‐Vertreter  weisen  im  Vergleich  zu  einer  alleinigen  Stat3‐
Aktivität  ein  reduziertes  Proliferations‐  und  Invasionsverhalten,  bei  gleichzeitig  erhöhter 





Aktivität  von  Stat5  mit  einer  intakten  Transaktivierung,  da  die  Expression  einer  dominant‐
negativen  Stat5‐Mutante  ohne  Transaktivierungsdomäne  zu  phänotypischen  Veränderungen 
und  der  Ausbildung  von  Karzinomen  mit  undifferenziertem  und  invasivem  Phänotyp  führte 
(Iavnilovitch  et  al.,  2004).  Verschiedene  Mechanismen  der  Stat5‐Aktivierung  konnten  in 
Neoplasien  des  Brustdrüsengewebes  identifiziert  werden.  Dazu  zählen  Funktionsverluste  von 
Tumorsuppressoren  und  natürlichen  Negativregulatoren  wie  SOCS1  oder  Caveolin‐1  durch 
Geninaktivierung  oder  die  Aktivierung  von  Stat5  durch  autokrine  Prolaktin‐,  EPO‐  oder  IL6‐












Abhängigkeit  von  der  Stat5‐Aktivierung  auf.  So  konnten  über  die  Expression  von  Antisense‐ 
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Oligonukleotiden,  siRNA  oder  dominant‐negativen  Stat5‐Mutanten  drastische  Effekte  einer 
Stat5A‐ und Stat5B‐Inhibierung in vitro und in vivo gezeigt werden (Ahonen et al., 2003), welche 




2008).  Wie  auch  im  Mammakarzinom  wirkt  sich  eine  erhöhte  Stat3‐Aktivität  in  Prostata‐
Tumoren, im Vergleich zu Stat5, wiederum verstärkt auf den Metastasierungsprozess aus (Gu et 
al., 2010). Im Zusammenhang mit der Überexpression des Androgen‐Rezeptors (AR) Hormon‐
resistenter  und  Hormon‐refraktärer  Prostatakarzinome  konnte  zudem  eine  Stat5‐vermittelte 
Steigerung der transkriptionellen Aktivität des AR gezeigt werden. In 95% der Fälle Hormon‐
refraktärer  Prostatakarzinome,  also  Karzinome  welche  nicht  weiter  auf  eine  Behandlung  mit 
Hormonanaloga,  wie  LHRH‐Analoga,  oder  Antiandrogene  ansprechen,  konnte  eine  simultane 
Aktivität des AR und Stat5 festgestellt werden. Die Präsenz konstitutiv aktivierter Stat5‐Dimere, 
meist als Folge autokriner Prolaktin‐Signale (Dagvadorj et al., 2007), führt zu einer Interaktion 
mit  Antiandrogen‐gebundenem  AR  im  Zytoplasma  und  einer  erhöhten  Translokation  beider 
Proteine in den Nukleus. Dadurch wird die transkriptionelle Aktivität beider Proteine erhöht, 
wobei  sowohl  Stat5  als  auch  der  AR  anti‐apoptotische  Zielgene  exprimieren  und  zudem  ein 
aggressives Hormon‐unabhängiges Wachstum fördern (Tan et al., 2008).  
Aberrante  Stat5‐Aktivitäten  sind  für  weitere  Arten  solider  Tumore  beschrieben. 
Plattenepithelkarzinome  des  Hals  und  Nackens  (HNSCC‐  „head  and  neck  squamous  cell 





werden.  Neben  der  essentiellen  Beteiligung  von  Stat5B  an  der  Regulation  des 
Sexualdimorphismus und des Körperwachstums in der Leber (Engblom et al., 2007), konnte ein 
unterstützender  Effekt  auf  die  Motilität  und  Invasivität  hepatozellulärer  Karzinome  (HCC‐
„hepatocellular  carcinoma“),  mit  der  Induktion  des  EMT‐Prozesses,  durch  Stat5B  festgestellt 
werden (Lee et al., 2006). Zudem führte die Inhibierung der Stat5‐Expression in HCC‐Zelllinien 
durch RNA‐Interferenz zu einer Wachstums‐Reduktion und Apoptose‐Induktion (Zhang et al., 
2012).  Gleiche  Effekte  resultierten  aus  einem  Stat5‐mRNA  Knockdown  über  siRNA  in 
kolorektalen  Karzinomzellen  (Du  et  al.,  2012;  Xiong  et  al.,  2009).  Weiterhin  sind  anti‐   
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apoptotische  Effekte  Stat5‐vermittelter  Genexpression  für  maligne  Melanome  beschrieben. 
EGFR,  Jak1  und  Src  konnten  als  verantwortliche  Kinasen  einer  permanenten  Stat5‐
Phosphorylierung  in  malignen  Melanomen  identifiziert  werden  (Hassel  et  al.,  2008; 
Mirmohammadsadegh et al., 2006). Die Expression von Bcl‐xL in Folge aberranter Stat5‐Aktivität 
bildet  einen  Resistenzmechanismus  gegenüber  chemotherapeutischer  Wirkstoffe  im 
Ovarialkarzinom  und  korreliert  mit  histologischen  Graden  des  nichtkleinzelligen  Bronchial‐
karzinoms (NSCLC‐„non small cell lung cancer“) (Jinawath et al., 2010; Sanchez‐Ceja et al., 2006).  
Eine Vielzahl von Studien haben eindeutige Beweise geliefert, dass Stat5 in überexprimierter und 
überaktiver  Form  ein  potentes  Onkogen  und  vielversprechendes  Target‐Protein  für  eine 
therapeutische  Intervention  darstellt.  Die  verschiedenen  Arten  hämatologischer  und  solider 





























Die  Mehrheit  der  in  der  Chemotherapie  eingesetzten  Zytostatika  richtet  sich  gegen 
Membranrezeptoren oder Enzyme, welche Wirkstoff‐zugängliche hydrophobe Bindetaschen in 
ihren  katalytischen  oder  allosterischen  Zentren  aufweisen  (Imming  et  al.,  2006;  Verdine  & 
Walensky,  2007).  Jedoch  bietet  die  Oberflächenstruktur  regulatorischer  Proteine  ohne 
Enzymfunktion, wie Transkriptionsfaktoren oder signalübertragende Adaptorproteine, meist nur 
begrenzte Möglichkeiten einer effektiven Interaktion und Inhibierung durch pharmakologische, 




Signalmoleküle  („addiction  molecules“,  „addiction  oncogenes“),  der  Kategorie  schwer 
zugänglicher  Wirkstoff‐Targets  zugeordnet  werden  (Russ  &  Lampel,  2005;  Sakharkar  et  al., 
2007). Solch onkologisch relevante Zielstrukturen werden auch als „non‐druggable“ oder „non‐
conventional  drug  targets“  bezeichnet.  Peptide  und  Proteine  sind  als  biologische 





Mechanismen  (z.B.  allosterische  Hemmung,  E3‐Ligation).  Übertragen  auf  den  pathologischen 
Zustand in Tumoren, stellt die Inhibierung von aktivierten Onkogenen mit schwer Wirkstoff‐
zugänglicher  Proteinstruktur,  durch  Interaktion  mit  einem  Protein‐Liganden,  daher  einen 
vielversprechenden  Therapieansatz  dar  und  bietet  eine  Vielzahl  neuer  Möglichkeiten  in  der 
Mono‐ oder kombinierten Chemotherapie. Strukturelle Ableitungen natürlicher Inhibitoren, zur 




rekombinant  zellpenetrierendes  Protein  die  Viabilität  Stat3‐abhängiger  Tumorzellen  inhibiert 







abgeleiteter  Protein‐Liganden  zusätzlich  durch  die  generelle  Vielfalt  möglicher 
Interaktionspartner limitiert. Im Gegensatz dazu bieten synthetische Peptidaptamer‐Konstrukte 










chain  variable  fragment“),  mit  ebenfalls  vergleichbaren  Dissoziationskonstanten.  Neben  dem 
nahezu  uneingeschränkten  Einsatz  gegen  verschiedenste  Protein‐Zielstrukturen,  bieten 
Peptidaptamere zudem wesentliche Vorteile eines vereinfachten Designs sowie einer effizienten 




Scaffold‐Proteins  geringer  Größe  erweist  sich  dabei  als  bedeutend.  Neben  den  essentiellen 
Kriterium erhöhter struktureller Stabilität und Löslichkeit sowie dem aus therapeutischer Sicht 
essentiellen  Kriterium  geringer  Immunogenität,  sollte  sich  das  Scaffold‐Protein  zudem  nicht‐
toxisch  und  biologisch  neutral  verhalten.  Das  heißt  es  sollte  keine  enzymatische  Aktivität 
besitzen  und  keine  Bindungsspezifitäten  gegenüber  zellulären  Molekülen  (Proteinen, 
Nukleinsäuren)  oder  Zellorganellen  aufweisen  (Crawford  et  al.,  2003).  Weiterhin  sollte  das 
Scaffold‐Protein  über  exponierte  Oberflächenstrukturen  verfügen,  welche  eine  Insertion  von 
Peptidaptamer‐Sequenzen, ohne eine signifikante Veränderung ihrer Faltung, tolerieren. Eine 
beidseitig,  feste  Verankerung  der  Peptidaptamer‐Sequenz,  in  exponierten 










EFLIVKS‐Dimerisierungsdomänen,  Proteine  der  Lipocalin‐Familie,  GFP,  Fibronectin  oder 
Proteaseinhibitoren wie stefin A (Abedi et al., 1998; Gururaja et al., 2000; Koide et al., 1998; 
Miceli et al., 1996; Skerra, 2000; Woodman et al., 2005). Das Thioredoxin‐Enzym aus E.coli (TrxA) 
war  eines  der  ersten  Proteine,  welches  für  die  Präsentation  von  Peptidaptamer‐Sequenzen 
getestet wurde (Lu et al., 1995), und ist bis heute das nach wie vor am häufigsten verwendete 
Peptidaptamer‐Scaffold (Colas, 2008; Hoppe‐Seyler et al., 2004). Die ubiquitär im Organismus 
exprimierte  Oxidoreduktase  Thioredoxin  ist  Teil  des  Redoxsystems  sämtlicher  Pro‐  und 
Eukaryoten  und  wirkt  im  reduzierten  Zustand  über  SH‐Gruppen  zweier  benachbart  im 





Thioredoxin  besitzt  wesentliche  Eigenschaften,  welches  ein  Peptidaptamer‐präsentierendes 
Scaffold‐Protein  benötigt.  Hierzu  zählen  eine  hohe  Löslichkeit  und  Stabilität  sowie  die 
vergleichsweise geringe Größe von ca. 12 kDa. Zudem weißt Thioredoxin, nach Überexpression 
in pro‐ und eukaryotischen Zellen, keine Toxizität auf (Borghouts et al., 2008b). Die äußerst 
stabile  Konformation  von  Thioredoxin  resultiert  aus  dessen  Struktur,  welche  sich  aus  drei 
parallelen und zwei anti‐parallelen β‐Faltblättern, umgeben von vier α‐Helices, zusammensetzt 
(Holmgren,  1995).  Zudem  bietet  die  Thioredoxin‐Oberflächenstruktur  die  Möglichkeit  einer 
optimalen  Präsentation  von  Peptidaptameren.  Das  katalytische  Zentrum  des  Thioredoxin‐
Proteins  ragt  als  Schleife  aus  der  Proteinstruktur  heraus  und  toleriert  konformationell  eine 
Integration kurzer Peptid‐Sequenzen (LaVallie et al., 1993). Die Integration von Peptidaptamer‐
Sequenzen  zwischen  die  redox‐aktiven  und  Disulfidbrücken‐bildenden  Cysteinreste  des 
katalytischen Zentrums resultiert in einer Aufhebung der Enzymfunktion von Thioredoxin und 












Expressionsraten,  weshalb  sich  Thioredoxin‐basierte  Peptidaptamer‐Konstrukte  effizient 
aufreinigen und dadurch im Vergleich zu Antikörpern wesentlich kostenreduzierter produzieren 
lassen.  Zudem  bietet  das  Thioredoxin‐Scaffold  die  Möglichkeit  des  Anfügens  funktioneller 
Domänen, ohne eine Beeinflussung von Struktur und Konformation. Hierzu zählen Fusionen mit 
NLS‐Domänen, Aufreinigungs‐ und Epitop‐Tags sowie Fusionen mit zellpenetrierenden Peptiden 
(CPPs),  welche  als  Protein‐Transduktionsdomänen  (PTD)  eine  nicht‐toxische  Aufnahme  des 
Peptidaptamer‐Konstrukts  in  die  Zielzellen  vermitteln.  Der  Mechanismus  einer  Rezeptor‐
unabhängigen, zellulären Aufnahme von Peptid‐Konstrukten mittels konjugierter PTDs basiert 
auf  einer  Interaktion  dieser  kurzen  CPP‐Sequenzen  (max.  30  aa)  mit  negativ  geladenen 
Zuckerresten der Glykokalyx, wie sauren Glykosaminoglykanen, über positiv geladene Arginin‐, 
Lysin‐ und Histidin‐Reste (Bitler & Schroeder, 2010; Console et al., 2003; Ziegler & Seelig, 2004). 
Natürlich  vorkommende  CPP‐Sequenzen  wurden  aus  dem  Drosophila‐Homöoprotein 




HIV‐1  TAT‐Proteins  verantwortliche  9mer  CPP‐Sequenz,  bestehend  aus  6  Arginin‐Resten  
36 
(RKKRRQRRR), ist die am besten untersuchte und zugleich meist verwendete PTD. Es konnte 
jedoch  gezeigt  werden,  dass  die  Verwendung  von  8  oder  9  aufeinanderfolgenden  L‐Arginin‐
Resten,  als  PTD,  die  zelluläre  Aufnahme  von  Proteinen  und  Peptiden  bis  um  den  Faktor  20 








und  Aktin‐abhängige  Flüssigphasen‐Endozytose,  wobei  die  über  die  PTDs  mit  der  Membran 




der  Mechanismus  endosomaler  Freisetzung  biologisch  aktiver  PTD‐gekoppelter  Proteine  ins 





































kann  von  einer  Übertragbarkeit  der  identifizierten  Protein‐Interaktion  auf  Zelltypen  bzw. 
Zellsysteme anderer eukaryotischer Organismen wie dem Mensch oder der Maus ausgegangen 
werden (Crawford et al., 2003).  
In  der  Vergangenheit  konnten  Peptidaptamere,  mehrheitlich  über  das  Hefe‐Zwei‐Hybrid 
Verfahren,  gegen  verschiedenste  Tumor‐assoziierte  Proteine,  wie  Cdk2,  ErbB2,  Ras,  RhoGEF, 
MMP9, Grb2 oder dem E6‐Onkoprotein des humanen Papillomavirus erfolgreich isoliert werden 
(Bjorklund et al., 2004; Bouquier et al., 2009; Butz et al., 2000; Cohen et al., 1998; Kardinal et al., 
2001;  Kunz  et  al.,  2006;  Xu  &  Luo,  2002).  Die  nach  viralem  Transfer  oder  Applikation  als 
rekombinante,  zellpenetrierende  Proteine  beobachteten  Effekte  einer  Peptidaptamer‐
Interaktion reichten dabei von Apoptose‐Induktion über Inhibierung von Proliferation, Migration 
und  Invasivität  der  Tumorzellen  in  vitro  bis  hin  zu  Reduktionen  des  Tumorvolumens  nach 
Tumorzell‐Xenotransplantationen  in  Mäusen.  Diese  Beobachtungen  spiegeln  das  enorme 
therapeutische  Potential  von  Peptidaptameren  wieder.  Vergleichbar  mit  einer  Antikörper‐
Behandlung  (Immuntherapie)  könnten  Peptidaptamere  somit  gezielt  als  target‐  bzw. 
tumorspezifische  Wirkstoffe  in  der  Behandlung  von  Krebs  und  somit  als  unterstützende 
Wirkstoffe  in  der  kombinatorischen  Chemotherapie  eingesetzt  werden.  Weiterhin  können 
Peptidaptamer‐Interaktionen  als  Leitstrukturen  für  die  Entwicklung  und  das  Design  neuer 









Aktivität  entscheidende  Kriterien  einer  malignen  Transformation,  wie  die  Sicherung  von 
Überlebensfähigkeit  und  Wachstum  sowie  die  Progression  von  Tumoren,  dauerhaft 
unterstützen.  In  Folge  einer  erhöhten  Abhängigkeit  reagieren  Tumorzellen  mit  einem 
Wachstumsstopp  und  einer  gesteigerten  Apoptoserate  auf  eine  Inhibierung  bestimmter 
Komponenten  bzw.  bestimmter  Proteinfaktoren  deregulierter  Signalkaskaden  („addiction 
phenotype“),  weshalb  die  tumorspezifische  Identifikation  und  gezielte  Interferenz  mit  der 
Funktionalität  aberrant  aktiver  und  für  den  Tumor  essentieller  Proteine  eine  wesentliche 
Herausforderung  in  der  personalisierten  Krebstherapie  darstellt.  Verschiedenste  humane 
Tumore  sind  durch  eine  Überaktivität  von  Komponenten  des  Jak/Stat‐Signalwegs,  wie  Stat3, 
Stat5 oder Jak2 charakterisiert. Aufgrund ihrer Struktur lassen sich Transkriptionsfaktoren wie 
die  Stat‐Proteine  jedoch  nur  bedingt  mit  niedermolekularen  Wirkstoffen  inhibieren.  Einen 
Lösungsansatz  zur  Therapie  Stat‐abhängiger  Tumore  bietet  die  spezifische  Interferenz  mit 
makromolekularen  Peptidaptamer‐Konstrukten,  welche  zugleich  als  Leitstrukturen  zur 
Entwicklung weiterer Inhibitoren genutzt werden können. 




Nach  vorheriger  Validierung  der  Stat5‐Abhängigkeit  verschiedener  humaner  Tumorzelllinien 
durch RNA‐Interferenz, sollten im Anschluss die Effekte einer Stat5‐Inhibierung durch Interferenz 
mit  einem  Peptidaptamer‐Konstrukt,  bestehend  aus  der  identifizierten,  Stat5‐spezifischen 
Peptidaptamer‐Sequenz  und  einem  zuvor  durch  Mitglieder  der  Arbeitsgruppe  optimierten 
humanen  Thioredoxin‐Scaffoldprotein  (hTRXΔcys5),  in  vitro,  sowohl  nach  lentiviralem 
Gentransfer  als  auch  nach  Mediuminkubation  mit  dem  rekombinant  hergestelltem, 
zellpenetrierenden  Inhibitor,  analysiert  werden.  Aufgrund  der  mehrfach  dokumentierten, 







































































































































































































Formalin  Roth, Karlsruhe, DE  Trypsin (‐EDTA; 0,5%)  Invitrogen, 
Darmstadt, DE 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen  der  Firma  Sigma‐Aldrich  verwendet  [MISSION®  shRNA  *NM_003152  (Stat5A), 
*NM_012448 (Stat5B); Sigma‐Aldrich]. Die shRNA wird über den lentiviralen Expressionsvektor 
pLKO.1‐puro  exprimiert,  welcher  in  Form  transformierter  E.coli‐Stocks,  zur  anschließenden 
Amplifikation, durch Sigma geliefert wird. Je 5 shRNA’s gegen das humane Stat5A & Stat5B‐Gen 
wurden getestet, wobei die Kombination aus folgenden 2 Sequenzen die effizientesten Stat5‐

































randomisierter  Oligonukleotide  erfolgte  unter  Anwendung  der  NNK‐Kodondefinition  für  ein 
Basen‐Triplett:  
Für  die  Klonierung  der  Library  in  das  humane  Thioredoxin‐Scaffoldprotein  wurden  die 













































































































Die  in  dieser  Arbeit  dokumentierten  qRT‐PCR‐Analysen  der  Expression  von  Stat5‐Zielgenen 






















Bcl‐xL [fwd]  ACAGGACTGAGGCCCCAG  60,5  66,7 
Bcl‐xL [rev]  GCCACAGTCATGCCCGTC  60,5  66,7 
CiSH [fwd]  AGAGGAGGATCTGCTGTGCAT  65,2  52,3 
CiSH [rev]  GGAACCCCAATACCAGCCAG  67,5  60,0 
CyclinD1 [fwd]  TGGCCATGAACTACCTGG  56,0  55,6 
CyclinD1 [rev]  TTGGGGTCCATGTTCTGC  56,0  55,6 
FoxP3 [fwd]  CTGCCCCTAGTCATGGTGG  65,6  63,1 
FoxP3 [rev]  CTGGAGGAGTGCCTGTAAGTG  63,8  57,1 
Mcl‐1 [fwd]  TTGGTCGGGGAATCTGGTAAT  60,6  47,6 
Mcl‐1 [rev]  TAGTGACCCGTCCGTACTGG  62,5  60,0 
Pim1 [fwd]  GTGGAGAAGGACCGGATTTCC  67,8  57,1 
Pim1 [rev]  CAGTCCAGGAGCCTAATGACG  65,9  57,1 
Pim2 [fwd]  TTGACCAAGCCTCTACAGGG  64,1  55,0 
Pim2 [rev]  CCACCTGGAGTCGATCTGTG  65,9  60,0 
SOCS1 [fwd]  GCAGCCGACAATGCAGTCT  66,7  57,8 
SOCS1 [rev]  GAACGGAATGTGCGGAAGTG  67,8  55,0 
SOCS3 [fwd]  TCGGACCAGCGCCACTTC  60,5  66,7 












HPRT1 [fwd]  ATGCTGAGGATTTGGAAAGG  56,0  45 






Stat5‐RE [fwd]  TTCTTGGAATTGAAGGGACTT  65,7  38,1 























































































































































































































































F‐  ompT  hsdS(rB‐  mB‐)  dcm+  Tetr 







































































Für  das  Kultivieren  und  Heranziehen  untransformierter  Hefe‐Stämme  wurde  das  YPD‐

















Sorbitol  182,2  g/l,  YNB  (Yeast  Nitrogen  Base)  6,7  g/l,  CSM 






















































































































































































































































































































































































































































































Abstoßungskräfte  zwischen  negativ  geladener  DNA  und  negativ  geladener  Zellmembran 
reduziert und die Plasmid‐Aufnahme erhöht wurde. Zunächst wurden pro Transformation ca. 5‐












Gefrorene  E.coli‐Stämme  eines  Glycerol‐Stocks  wurden  mit  einer  Pipettenspitze  entnommen 






einen  zusätzlichen  Vorteil  für  die  Transformation  darstellt.  Die  Zellsuspension  wurde  
62 
abzentrifugiert (10 min; 4°C; 5.000 x g) und das Pellet in 200 ml kalter Lösung 1 resuspendiert 








folgenden  Schritten.  Unter  Verwendung  eines  alkalischen  Lyse‐Puffers  [200  mM  NaOH;  1  % 
(w/v) SDS] werden die Bakterienzellen zunächst aufgeschlossen. Im zweiten Schritt erfolgt eine 
Neutralisation  des  alkalischen  Lysats  durch  die  Zugabe  von  Kaliumactetat  [3  M;  pH:5].  Dies 
bewirkt  ein  ausfallen  makromolekularer,  denaturierter  Zellbestandteile  (Proteine, 
chromosomale  DNA,  Membranbestandteile),  während  die  Plasmid‐DNA  in  Lösung  verbleibt. 
Nach der Abtrennung des Präzipitats (Zentrifugation, Filterung) erfolgt die Säulen‐Aufreinigung 
der  gelösten  Plasmid‐DNA  über  Anion‐Austausch  an  einer  hydrophilen  Silica‐Matrix.  Das 























Die  Isolation  größter  Mengen  klonierter  und  amplifizierter  „Library“‐Vektoren  (2  –  10  mg), 
welche für den Yeast‐Two‐Hybrid Screen eingesetzt wurden, erfolgte über das NucleoBond PC 
10000  Giga‐Kit  (PC  10000  Säulen)  von  Macherey  &  Nagel,  gemäß  der  Herstellerangaben. 
Klonierte Library‐Vektoren (pGADT7) wurden dafür in TOP10F‘ E. coli transformiert und auf 300 












die  Extinktion  bei λ =280  nm,  dem  Absorptionsmaximum  von  Proteinen,  gemessen  und  der 












zugehörigen  Kammeinsätzen  gegossen.  Als  Laufpuffer  während  der  Elektrophorese  wurde 
ebenfalls TAE‐Puffer verwendet. Aufzutrennende DNA‐Proben wurden vor dem Auftragen mit 
einem  Bromphenol‐haltigen  6x  Ladepuffer  [NEB]  versetzt.  Die  Gelelektrophorese  wurde  in 
Abhängigkeit  von  den  Schmelzeigenschaften  der  Agarose  („low“  oder  „normal  melting“)  bei 
einer  kontinuierlichen  Spannung  von  60‐110  V,  in  einer  Elektrophoresekammer  bei 
Raumtemperatur  durchgeführt.  Zur  Bestimmung  der  Fragmentgrößen  wurden  8‐10  µl 
(entspricht  ca.  0,5  µg)  eines  DNA‐Größenmarkers  (100  bp  bzw.  1  kb  DNA‐Ladder)  [NEB] 
mitgeführt.  Anschließend  erfolgte  die  Färbung  der  DNA‐Banden  durch  interkalierendes 
Ethidiumbromid, welches einfallendes UV‐Licht emittiert. Hierfür wurde das Gel für 20‐30 min in 




Für  die  Extraktion  von  DNA  Fragmenten  aus  Agarosegelen  wurden  der  „NucleoSpin  Extract“ 
(Macherey‐Nagel)  oder  der  „Gel  Extraction  Kit“  (Qiagen)  nach  Vorgaben  des  Hersteller 
verwendet. Hierfür wurden einzelne Banden unter schwacher UV‐Bestrahlung mit einem Skalpell 
aus  dem  Agarosegel  geschnitten  und  in  ein  Eppendorfgefäß  überführt.  Nach  Zugabe  eines 
Hochsalzpuffers wurde das Gelstück mit dem DNA Fragment für 5‐10 min bei 50°C geschmolzen. 
Durch  Zugabe  von  einem  Volumen  Isopropanol  konnte  die  präzipitierte  DNA  an  eine  Silica 
Membran  durch  Zentrifugation  gebunden  werden.  Überschüssige  Agarose,  sowie 
Verunreinigungen  wurden  anschließend  durch  einen  Ethanol‐haltigen  Waschpuffer  entfernt. 
Abschließend wurde die DNA eluiert und für Klonierungen oder Sequenzierungen eingesetzt. 
2.2.1.6  DNA‐SEQUENZANALYSE 








sind  im  Institut  (Georg‐Speyer‐Haus)  mit  dem  3130  Avant  Genetic  Analyzer  durchgeführt 
worden. Für die Sequenzierung wurden 15 µl Ansätze mit 0,5 – 1 µg zu analysierender Plasmid‐
DNA als Template und entsprechendem Sequenzierprimer (Konzentration: ca. 700nM), gelöst in 





Sequenzen  aus  verschiedenen  DNA‐Ausgangsmaterialien  („Template“)  wie  Plasmide, 
genomischer  DNA  oder  komplementärer  cDNA.  Die  amplifizierten  Sequenzen  können  zu 
Analysezwecken oder für Klonierungen verwendet werden.  Mit Hilfe von zwei flankierenden, 
sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer) und thermostabilen DNA Polymerasen kann die 









bestimmt  wird.  Die  Hybridisierungstemperatur  sollte  5°C  unterhalb  der  Schmelztemperatur 
liegen und kann nach der Wallace‐Regel (Suggs et al., 1981) bestimmt werden: TA= 4x(G/C) + 
2x(A/T) ‐  5.  Die  Auswahl  der  Temperatur  für  die  Elongation  erfolgte  in  Abhängigkeit  vom 
Wirkungsoptimum der eingesetzten Polymerase (in der Regel 72°C). Die PCR‐Reaktion wurde In 
dieser Arbeit mit dem T3 Thermocycler (Biometra) durchgeführt. Die anschließende Auswertung 














Standard PCR‐Protokoll:  1. Initiale DNA Denaturierung   2 min   95°C 
    2. DNA‐Denaturierung     1 min   95°C 
    3. Primer Hybridisierung   1 min   55‐65°C 
    4. Elongation (1min pro kb)   0,5‐1 min  72°C 
    5. Terminale Elongation     10 min   72°C 
    6. Reaktionsende    ∞    4°C 









strängiger  DNA  innerhalb  bestimmter  Sequenzmotive  mit  hoher  Spezifität.  Alle  DNA‐
Restriktionen  wurden  nach  Herstellerangaben  (New  England  Bio  Labs;  Fermentas)  mit  1‐10 
Enzym‐Einheiten  (U)  pro  µg  zu  verdauender  DNA  und  dem  entsprechenden  Reaktionspuffer  
durchgeführt.  Für  präparative  Restriktionsansätze  wurden  5–20  µg  und  für  analytische 
Restriktionsansätze  0,1–1  µg  Plasmid‐DNA  eingesetzt.  Die  Restriktionsreaktionen  wurden  bei 
37°C  für  2‐16  h  durchgeführt.  Im  Falle  eines  Enzym‐Doppelverdau  wurde  der  optimale 
Reaktionspuffer  (+/‐  BSA)  wie  nach  Herstellerangaben  empfohlen  eingesetzt.  Nach  erfolgter 








des  verdauten  Vektor‐Rückgrats  des  jeweiligen  „Empfänger“‐Plasmids  (1‐15  kb),  in  welches 
nachfolgend die Fragmente eingebaut wurden, über eine Säule oder Ethanolfällung erfolgte.  
2.2.1.8.2  ETHANOLFÄLLUNG VON DNA 
Für  eine  Fällung  von  DNA  in  Lösungen  nutzt  man  die  Eigenschaft  von  DNA,  aufgrund  ihrer 
starken negativen Ladung in Ethanol unlöslich zu sein und somit auszufallen. In dieser Arbeit 


















Arbeit  wurde  die  Phenol/Chloroform‐Extraktion  für  die  Synthese  und  Klonierung  der 
Oligonukleotid‐Bibliothek  in  den  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Expressionsvektor  und  für  die  Extraktion 
genomischer  und  Plasmid‐DNA  aus  Hefe‐Zellen  eingesetzt.  Dafür  wurde  der  Reaktionsansatz 
zunächst im Verhältnis 1:1 mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Gemisch (25:24:1) versetzt, 1 








Nukleotid‐Überhang  (blunt‐end  restriction),  zu  verhindern  und  die  Ligationseffizienz  beim 
Fragmenteinbau zu erhöhen, wurden die 5‘‐Phosphatgruppen durch Phosphatase‐Behandlung 
an  den  Restriktionsenden  abgespalten.  Dies  erfolgte  über  die  Shrimp  Alkaline  Phosphatase 
[Antarctic  Phosphatase









diesterbindungen  zwischen  den  dephosphorylierten  Vektoren  und  den  einzufügenden  DNA‐
Fragmenten  (Inserts),  unter  ATP  Verbrauch,  katalysiert.  In  dieser  Arbeit  wurden  sowohl 















(5‐10  min,  65°C)  und  direkt  zum  Ligationsansatz  hinzugegeben  (10µl).  Nach  abschließender 
Zugabe  der  Ligase  wurde  der  Ansatz  auf  Eis,  bis  zum  erneuten  fest  werden  der  Agarose, 
heruntergekühlt und die Ligation bei 4°C für 1‐3 Tage durchgeführt. Aufgrund einer reduzierten 
Molekülbewegung bei niedriger Temperatur und dem Auftreten zum Teil erhöhter und zum Teil 
geringer  Konzentrationen  von  Insert‐  und  Vektor‐DNA  in  Subkompartimenten  innerhalb  der 





transformiert,  amplifizierte  Vektoren  einzelner  Kolonien  isoliert  (Minipräparation,  siehe  Kap. 
2.2.1.2) und der korrekte Insert‐Einbau über DNA‐Sequenzanalyse überprüft. Um die Qualität 
des linearisierten Vektors zu überprüfen, wurde stets ein Ligationskontroll‐Ansatz, ohne Zugabe 
des  Inserts,  mitgeführt.  Da  nur  geschlossene  Ring‐  bzw.  Plasmid‐DNA  effektiv  in  Bakterien 
transformiert  und  anschließend  exprimiert  werden  kann,  sollte  die  Transformation  der 
Ligationskontrolle  keine  Bakterienkolonien  hervorbringen.  Eine  niedrige  Qualität  der 
eingesetzten Vektoren, in Folge einer ineffizienten Restriktion (z.B. ineffizientes schneiden des 
Plasmids  an  zwei  Stellen  beim  Endonuklease‐Doppelverdau)  oder  ineffizienten 
Dephosphorylierung der Restriktionsenden, führt jedoch zu deren Religation durch die T4‐Ligase. 
Wurde  ein  Wachstum  von  Bakterienkolonien  nach  der  Transformation  des  Ligationsansatzes 
festgestellt  (>  10  Kolonien  pro  Ø  10  cm  Schale),  erfolgte  eine  Wiederholung  der  Vektor‐
Restriktion, Dephosphorylierung und Aufreinigung. 
2.2.1.8.6  SUBKLONIERUNG VON DNA‐FRAGMENTEN ÜBER DAS TOPO‐TA‐CLONING KIT 
Die  Taq‐Polymerase  besitzt  neben  ihrer  Polymeraseaktivität  eine  Template  unabhängige 
terminale  Deoxyadenosin‐Transferase‐Aktivität.  PCR‐Produkte  einer  Taq‐Polymerase  haben 
daher  überhängende  3´‐Adenosin‐Enden,  was  für  eine  Ligation  in  einen  Zielvektor  mit 
überhängenden  3´‐Thymidin‐Enden  wie  z.B.  den  pCR2.1‐TOPO  Vektor  genutzt  werden  kann. 
Durch eine gebundene Topoisomerase‐I mit Ligase‐aktivität an den überhängende 3´‐T‐Enden 
des pCR2.1‐TOPO Vektors ist eine sehr effiziente Ligation möglich. Die Ligation wurde bei RT für 
5  bis  30  min  durchgeführt.  Die  Transformation  der  ligierten  DNA‐Fragmente  erfolgte 
anschließend in chemisch kompetente TOP10F’ Bakterien. Nach Amplifikation und Isolation des 
TOPO  Vektors  im  präparativem  Maßstab,  konnten  in  der  Folge  effiziente  Mengen  des  
70 
gewünschten  DNA‐Fragments  über  Restriktionsverdau  ausgeschnitten,  extrahiert  und  für 
nachfolgende Ligation in den Ziel‐Vektor verwendet werden. 


















RNA  konnte  in  einem  geringen  Volumen  (30‐50  µl)  RNase  freiem  dH2O  eluiert  werden.  Die 
Bestimmung  der  RNA‐Konzentration  erfolgte  photometrisch  am  NanoDrop  UV/Vis‐
Spektralphotometer (NanoDrop ND1000) (siehe Kap. 2.2.1.3). 
2.2.1.9.2  CDNA‐SYNTHESE 
Die  Umwandlung  der  isolierten  RNA  in  komplementäre  cDNA  mittels  reverser  Transkription 















cDNA  eingesetzt,  hier  spricht  man  von  RT‐qPCR  oder  qRT‐PCR  (quantitative  Reverse‐
Transkriptase‐Polymerase‐Kettenreaktion).  Die  Methode  beruht  auf  der  Detektion  von 
Fluoreszenzsignalen  am  Ende  eines  PCR‐Zyklus,  welche  durch  die  Verwendung  von  DNA‐
interkalierenden  Fluoreszenzfarbstoffen  (SYBR‐Green,  Ethidiumbromid)  oder  spezifischer 
fluoreszenzmarkierter  Oligonukleotide  (DNA‐Sonden)  abgegeben  werden.  Die  Fluoreszenz 
nimmt dabei proportional mit der Menge amplifizierter PCR‐Produkte zu, weshalb sich unter 
anderem  quantitative  Aussagen  über  mRNA‐Templates  bestimmter  Gene  treffen  lassen.  So 
wurde  in  dieser  Arbeit  die  qRT‐PCR  genutzt  um  Unterschiede  in  der  Expression  von  Stat5‐
Zielgenen auf mRNA‐Ebene, in Abhängigkeit einer Intervention mit der Stat5‐DNA‐Bindeaktivität, 
zu analysieren. Für die Durchführung wurden spezifische Primer für cDNA‐Templates von Stat5‐











qRT‐PCR‐Protokoll:   1. Initiale DNA Denaturierung   5 min   95°C 
    2. PCR (40 Zyklen) 
    DNA‐Denaturierung     15 sec   95°C 
            Primer Hybridisierung  20 sec   60°C 
            Elongation     40 sec   72°C 
    3. Schmelzkurvenanalyse   5 min   65‐95°C 












bestimmten  Protein‐Zielstrukturen  (komplettes  zu  untersuchendes  Protein  oder  Domänen 
dieses Proteins) analysieren. Da dieses Verfahren das Messen von Protein‐Interaktionen unter in 
vivo  Bedingungen  ermöglicht,  eignet  es  sich  besonders  für  die  Identifikation  von  Protein‐
Interaktionspartnern intrazellulärer Proteine. Den zentralen Bestandteil des Hefe‐Zwei‐Hybrid‐




fusioniert.  Finden  Protein‐Protein‐Wechselwirkungen  statt,  führt  dies  zur  Ausbildung  eines 
aktiven Transkriptionsfaktors, welcher die Expression bestimmter Reportergene (Gene für die 
Biosynthese von Aminosäuren oder Nukleotiden, LacZ) antreibt. Erstmals beschrieben wurde 
dieses  System  1989  von  Fields  &  Song  (Fields  &  Song,  1989)  unter  Verwendung  des 
Transkriptionsfaktor GAL4 aus S. cerevisiae, welcher auch heute noch mehrheitlich verwendet 
wird.  Die  DNA‐bindenden  Tet‐  oder  LexA‐Repressorproteine  in  Kombination  mit  dem  als 
Transkriptions‐Aktivator  wirkenden  VP16  Protein  des  Herpes  Simplex  Virus,  sind  Beispiele 
weiterer  Domänen,  welche  über  die  Interaktion  fusionierter  Proteine,  einen  aktiven 
Transkriptionsfaktor bilden können. Zur Initiation der Protein‐Interaktionsmessung müssen zwei 
Expressionsvektoren,  auf  denen  die  Fusionskonstrukte  kodiert  vorliegen  in  die  Hefezellen 
transformiert  werden.  Die  Protein‐Zielstrukturen  („Target‐Proteine“),  gegen  welche  im  Hefe‐
Zwei‐Hybrid Screen die Identifikation eines Protein‐Interaktionspartners erfolgt, werden dabei 
mit  der  DNA‐Bindedomäne  des  Gal4‐Transkriptionsfaktors  fusioniert.  Diese  Fusionsproteine 
bilden  das  sogenannte  „Köder‐Protein“  oder  „Bait‐Protein“  („Bait‐Konstrukt“).  Die  auf  eine 
Interaktion  zu  untersuchende  Peptidbibliothek  („Peptid‐Library“)  wird  C‐terminal  mit  der 
Aktivierungsdomäne von Gal4 fusioniert („Beute‐Protein“ bzw. „Prey‐Protein“, „Prey‐Konstrukt“) 
und über die Hefe‐Zwei‐Hybrid Library‐Vektoren exprimiert.  
Für  die  Durchführung  des  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Screen  wurde  der  S.  cerevisiae  Stamm  KF1 
verwendet  (Butz  et  al.,  2000;  James  et  al.,  1996).  Zur  Auswertung  einer  Gal4‐











Hefe‐Zwei‐Hybrid‐Systems  transformiert,  so  wurde  die  Vorkultur,  entsprechend  dem  Hefe‐
Selektionsmarkergen des Vektors (siehe  Kap. 2.1.6.1), in SD‐Selektionsmedium  angefertigt. Am 
darauffolgenden Tag wurde aus der Vorkultur eine 10‐20 ml Hauptkultur mit einer OD600 von 
0,1‐0,2  angesetzt  und  bis  zu  einer  OD600=  0,5‐0,6  herangezogen,  was,  wie  im  Falle  einer 





          ‐ 50 µl Hefesuspension 
          ‐ 5 µl (50µg) „Carrier“ DNA (Herring Testes – Yeastmaker
TM, Clontech) 
          ‐ 300 µl LiAc/TE/PEG Puffer 
Der Transformationsansatz wurde erneut für 30 min bei 30°C unter schütteln inkubiert, ehe ein 
15minütiger  Hitzeschock  bei  42°C  durchgeführt  wurde.  Die  Zellen  wurden  anschließend  zur 














Anschließend  wurde  das  Lysat  abzentrifugiert  (14.000  x  g,  5  min,  4°C)  und  die 







Nach  einer  30‐minütigen  Inkubation  bei ‐ 20°C  wurde  die  präzipitierte  DNA  abzentrifugiert 
(14.000 x g, 20 min, 4°C) und mit 500 µl 70% EtOH, nach Abnahme des Überstands, gewaschen. 
Nach  erneuter  Zentrifugation  (14.000  x  g,  5  min,  4°C)  wurde  die  präzipitierte  DNA  bei 
Raumtemperatur getrocknet und in Abhängigkeit von der Pelletgröße in 50‐100 µl TE‐Puffer mit 
RNAse A (Endkonzentration: 1 µg/µl), unter schütteln, bei 37°C  (30‐60 min) gelöst. Die in dem 
Hefe‐Gesamt‐DNA‐Extrakt  enthaltenen  Plasmide  wurden  in  der  Folge  in  Top10F‘  E.coli 
transformiert, über Kanamycin (pGBKT7 Bait‐Expressionsvektor) und Ampicillin (pGADT7 Prey‐

































min;  RT)  und  der  Überstand  verworfen.  Im  Anschluss  wurden  die  Hefe‐Zellen  in  8  ml  frisch 
hergestelltem  LiAc/TE‐Puffer  resuspendiert.  Für  die  Transformation  der  Prey‐




          ‐ 8ml LiAc/TE‐Hefesuspension 
          ‐ 20 mg „Carrier“ DNA (Herring Testes – Yeastmaker
TM, Clontech) 














‐5)  der  doppelt  transformierten  KF1‐Zellen  in  TE‐Puffer 
angefertigt  und zu je 200 µl auf SD‐LT Selektivagar ausgestrichen. Die Transformationseffizienz 




2.2.2.3.2  ISOLATION  DER  VEKTOREN  POSITIV  SELEKTIONIERTER  HEFE‐KLONE  &  DNA‐
SEQUENZIERUNG DES BEUTE‐PROTEINS („PREY“) 
Die  auf  Selektivagar  gewachsenen  bzw.  selektionierten  Hefeklone  wurden  zunächst  zur 
Sicherung auf SD‐LT Agar ausgestrichen, ehe eine Verifikation der Protein‐Interaktion über den 
Tropfplattentest  (siehe  Kap.  2.2.2.3.3)  erfolgte.  Konnte  eine  vielversprechende  Protein‐
Interaktion, aufgrund des Wachstums eines Hefeklons auf den verschiedenen Selektivmedien, in 
Folge einer Reportergen Expression, bestätigt werden, wurden die Plasmide isoliert, die Bait‐ 
und  Prey‐Vektoren  über  Kanamycin‐  und  Ampicillin‐Selektion  in  Bakterien  separiert  und  die 
DNA‐Sequenz des Prey‐Konstrukts analysiert. Aufgrund fehlerhafter Klonierungen auftretende 
falsch  positive  Screening‐Ergebnisse  wurden  verworfen.  Hierzu  zählten  verkürzte  oder 
fusionierte  Sequenzen  des  Prey‐Konstrukts,  welche  unspezifische  Affinitäten  mit  dem  Bait‐
Protein  bzw.  der  Gal4‐DBD  aufwiesen.  Positiv  selektionierte  Prey‐Konstrukte  wurden  im 
Anschluss, zur erneuten Verifikation der Protein‐Interaktionsstärke mit der Bait‐Domäne, über 
Hefe‐Reportergen‐Tests analysiert.  
2.2.2.3.3  NACHWEIS  DER  PROTEIN‐INTERAKTIONSSTÄRKE  DURCH  DAS  ANFERTIGEN 
VON TROPFPLATTEN 
Mit  dem  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Tropfplatten‐Testverfahren  lassen  sich  quantitative  Aussagen 
hinsichtlich potentieller Protein‐Protein Interaktionen treffen. So wurden im Falle dieser Arbeit, 
im  Anschluss  an  den  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Library  Screen,  pGADT7‐Library‐Vektoren  mit  positiv 
selektionierter Peptidaptamer‐Sequenz zusammen mit dem entsprechenden Bait‐Vektor in KF1‐
Hefen co‐transformiert und analysiert. Eine 3 ml SD‐LT Vorkultur wurde anschließend mit einer 






Aqua  bidest  verdünnt  (10
‐1,  10
‐2,  10
‐3).  Zu  je  5  µl  Tropfen  wurde  die  OD600  =  0,5 
Ausgangssuspension sowie die Verdünnungen auf den 4 Selektivagarplatten (SD‐LT, SD‐LTH, SD‐
LTA, SD‐LTU) aufgetragen. Nach 4 Tagen Inkubationszeit bei 30°C wurde die Intensität des Hefe‐ 






reine  Gal4‐DNA‐Bindedomäne  mit  den  Prey‐Konstrukten,  sowie  die  reine  Gal4‐
Aktivierungsdomäne  mit  dem  jeweiligen  Bait‐Konstrukt  in  die  Hefen  co‐transformiert.  Dies 






dieser  Arbeit  durchgeführten  photometrischen β ‐ Galactosidase‐Test  wurden  für  eine 
Dreifachbestimmung  zunächst  3  x  3  ml  SD‐LT  Selektionsmedium  mit  jeweils  einer  Kolonie 
doppelttransformierter  Hefe  angeimpft  und  über  Nacht  bei  30°C,  unter  Schütteln  (200  rpm) 
inkubiert. Am nächsten Tag wurde die optische Dichte der Hefesuspension bestimmt. Im Falle 
von  OD600‐Werten ≤  1,2  wurden  2  ml  der  Hefekultur  entnommen  und  in  ein  Eppendorf‐
Reaktionsgefäß überführt. Lagen die OD600‐Werte darüber wurden 1 ml Hefekultur entnommen. 
Die  Hefen  wurden  anschließend  abzentrifugiert  (5000  rpm;  10  min;  RT),  der  Überstand 
vollständig abgenommen und die pelletierte Hefe in 1 ml Z‐Puffer, inklusive frisch zugegebenem 
2,7  µl β MeEtOH,  resuspendiert.  Im  Anschluss  erfolgte  ein  Zellaufschluss  durch  1  min 
Schockfrostung  in  flüssigem  Stickstoff.  Danach  wurden  die  Zellen  für  10  min  bei  30°C  im 
Wasserbad aufgetaut und nach Zugabe von je 200 µl frisch angesetzter ONPG‐Substrat‐Lösung 
(4mg ONPG in 1 ml A‐Medium) die β‐Galactosidase vermittelte Hydrolyse zu Galaktose und o‐






wurde  die  Dauer  bis  zum  Farbumschlag  für  jede  einzelne  Probe  notiert  (maximale 
Inkubationsdauer = 2h). Anschließend wurden die Proben abzentrifugiert (12.000 rpm; 1 min; 
RT)  und  1  ml  des  Überstandes  in  eine  Küvette  überführt.  Die  Quantifizierung  gebildeten  o‐
Nitrophenols erfolgte über die Messung der Extinktion bei 420 nm. Die Messung des Blank‐
Wertes  sollte  nicht  höher  als  1  und  damit  im  linearen  Bereich  liegen.  Die  Angabe  der β ‐











Alle  verwendeten  Zellen  wurden  in  einem  Brutschrank  bei  37°C,  5%  CO2  und  einer 
Luftfeuchtigkeit von 98% kultiviert und in regelmäßigen Abständen von 3‐4 Tagen passagiert, 
wobei  angemessene  Verdünnungsverhältnisse  zwischen  1/3 ‐  1/10  verwendet  wurden.  Die 














Zellen  unverdünnt  oder  in  Verdünnungen  von  1:2  bis  1:10  auf  eine  Neubauer‐Zählkammer 













Zellen  mit  PBS  gewaschen,  durch  Zentrifugation  pelletiert  [3‐5min;  1.300‐1.500  rpm]  und  in 
Einfriermedium  (FCS  mit  10%  DMSO)  aufgenommen.  Adhärente  Zellen  wurden,  nach  dem 
Waschen  mit PBS, dafür  zunächst  durch Zugabe von Trypsin (1ml pro 10cm  Ø Kulturschale) 




wurden  die  Zellen  bei ‐ 80°C  schonend  eingefroren  oder  direkt  in  Flüssigstickstoff 








Hierfür  wurde  die  Lipfectamine®LTX  Transfektions‐Reagenz  von  Life  Technologies‐Invitrogen   
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verwendet und nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Transfektion mit Lipofectamine wurden 












eine  Gattung  der  Retrovirus‐Familie  sind  Lentiviren  in  der  Lage  auch  teilungsinaktive, 
postmitotische  und  langsam  teilende  Zellen  zu  infizieren,  was  die  Effizienz  des  viralen 
Gentransfers entscheidend erhöht. Aus Gründen der biologischen Sicherheit wurden, gemäß den 
S2‐Sicherheitsanforderungen,  replikationsinkompetente  lentivirale  Partikel  hergestellt. 
Replikationsinkompetente  Viren  sind  nach  Infektion  (Transduktion)  und  Integration  in  das 
Genom der Wirtszelle nicht in der Lage neue Viruspartikel zu bilden. Am 5‘ und 3‘ Ende durch 
Long  Terminal  Repeat  (LTR)  Regulations‐  und  Integrationssequenzen  flankiert,  setzt  sich  das 
Genom von Lentiviren (wie auch aller Retroviren) aus dem gag‐Gen („group‐specific antigen“), 




welche  ebenfalls  an  der  Regulation  des  lentiviralen  Replikationszyklus  beteiligt  sind.  Für  die 
Generierung  replikationsinkompetenter  Lentiviren  wird  das  virale  Genom  auf  3  Plasmide  (3‐





kodiert  für  die  äußere  Virushülle  des  Vesicular‐Stomatitis‐Virus  (VSV‐G),  wodurch  erhöhte 
physikalische  Stabilität  und  ein  erweitertes  Wirtsspektrum  (Tropismus)  erzielt  wird.  VSV‐G 
pseudotypisierte  lentivirale  Vektoren  bieten  die  Möglichkeit  der  Transduktion  nahezu  aller    
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Zelltypen. Das Transfer‐Plasmid kodiert für das relevante Transgen, sowie für essentielle cis‐





SIN‐Konfiguration  („self‐inactivating“).  SIN‐Vektoren  zeichnen  sich  durch  eine  Deletion  von 
Promotor und Enhancer‐Sequenzen innerhalb der 3’ LTR‐U3 Region aus. Während der reversen 
Transkription  wird  die Δ 3’LTR‐U3  Sequenz  auf  das  5‘  Ende  übertragen,  wodurch  eine 
transkriptionelle  Aktivität  beider  LTR‐Regionen  verhindert  wird.  Dadurch  wird  eine  alleinige 
Expression des über einen eigenen Promotor gesteuerten Transgens und nicht der kompletten 
proviralen  DNA,  nach  Integration  ins  Wirtsgenom,  sichergestellt.  Zusätzlich  wird  durch  die 
Deletion der viralen LTR‐Elemente das Risiko einer aberranten Expression von Genen, welche 








2.2.3.3.1  TRANSIENTE  TRANSFEKTION  VON  293T  ZELLEN  DURCH  CALCIUMPHOSPHAT‐
PRÄZIPITATION 
Für  die  Verpackung  lentiviraler  Partikel  wurden  routinemäßig  293T‐Zellen  verwendet.  Als 
modifizierte  HEK293  Zellen  exprimieren  diese  Zellen  das  SV40  „large  T‐Antigen“,  was  eine 
episomale  Replikation  von  Plasmiden  mit  SV40‐Replikationsursprung  und  entsprechendem 
Promotor, wie im Falle der verwendeten Verpackungsplasmide, ermöglicht und die Produktion 
viraler  Partikel  steigert.  Die  Drei‐Plasmid‐Transfektion  in  die  293T‐Zellen  erfolgte  über  das 
Verfahren  der  Kalziumphosphat‐Präzipitation.  Die  Plasmid‐DNA  bindet  dabei  an  präzipitierte 

















Unter  konstantem  Mischen  des  Ansatzes  (Vortexen  oder  Aufblubbern  der  Lösung  mittels 
















Sucroselösung  (gelöst  in  PBS),  unterschichtend  auf  den  Boden  des  Zentrifugenröhrchens 





Viren  zu  50‐80  µl  aliquotiert  und  bei ‐ 80°C  weggefroren  und/oder  für  die  Bestimmung  des 
Virustiters verwendet.      
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2.2.3.3.3  TITRIERUNG  VON  VIRUSPARTIKELN  &  TRANSDUKTION  VON  ZIELZELLEN 
(BESTIMMUNG DES VIRUSTITERS) 
In dieser Arbeit wurde der Virustiter (transduzierende Einheiten/ml) über die Expression von 


















im  Brutschrank  inkubiert  und  die  Zellen  am  Folgetag  mit  frischem  Medium  versetzt.  Die 












Transduktionsexperimente  eingesetzte  Virusmenge  wurde  über  den  MOI‐Wert  definiert 
(„multiplicity  of  infection“),  welcher  die  Menge  an  eingesetzten  Viruspartikeln  pro  zu 










Die  Durchflusszytometrie  oder  auch  FACS‐Messung  („Fluorescence  Activated  Cell  Sorting“) 
ermöglicht die quantitative und  qualitative Analyse von Zellen, sowie deren Selektionierung, 









durch  Fluoreszenzfarbstoff‐markierte  Antikörper,  welche  spezifisch  gegen  zelluläre  Proteine 
gerichtet  sind,  hervorgerufen  werden,  die  Möglichkeit  die  Zellen,  in  Abhängigkeit  von  der 
Wellenlänge  des  emittierten  Fluoreszenzlichts,  quantitativ  und  qualitativ  über  verschiedene 
Detektoren zu analysieren und zu isolieren („cell sorting“).  In dieser Arbeit wurde die FACS‐
Messung für die Analyse Virus‐transduzierter Zielzellen, in Folge der Expression von Fluoreszenz‐





Die  in  dieser  Arbeit  für  die  Transduktion  von  Zielzellen  eingesetzten  lentiviralen  Vektoren 
(pSiEW;  LeGO‐G)  kodierten  für  das  eGFP  Protein  („enhanced  green  fluorescent  protein“)  als 
fluoreszierender  Detektions‐  und  Selektionsmarker.  Neben  der  Bestimmung  des  Virustiters 








Formalin  fixiert  und  bei  4°C  im  Kühlschrank  gelagert.  Die  eGFP‐Detektion  erfolgte  im  FL1‐
Detektionskanal. Je Probe wurden 10
4 Zellen mit FACS gemessen und anschließend die Werte für 
die  Anzahl  GFP‐positiver  Zellen  sowie  die  mittlere  Fluoreszenzintensität  der  eGFP‐Expression 
(MFI:  „Mean  Fluorescence  Intensity“)  mit  der  Software  CellQuest





Transduktion  aus  der  gemischten  Zellpopulation,  bestehend  aus  transduzierten  und  nicht‐
transduzierten  Zellen,  über  die  eGFP  Expression  mit  dem  FACSAria


























rpm)  inkubiert.  Am  nächsten  Tag  wurde  mit  der  Vorkultur  eine  500  ml  LB‐Hauptkultur  (+ 
Antibiotika) angeimpft und bis zu einer OD600= 0,55‐0,6 herangezogen. Die für die Expression des 
Transgens  benötigte  T7‐RNA‐Polymerase  wird  im  Bakteriengenom  über  den  Laktose‐(lac‐
)Promotor  und  –Operator  kontrolliert.  Durch  Zugabe  des  Allolactose‐Derivats  IPTG  in  der 
Endkonzentration 1mM wird die T7‐RNA‐Polymerase, über die Entfernung des lac‐Repressors, 
exprimiert und die rekombinante Proteinexpression induziert. Dies wurde über einen Zeitraum 















können,  wurde  eine  immobilisierte  Metallchelat‐Affinitätschromatographie  (IMAC) 
durchgeführt.  Die  mit  Histidin‐Tags  fusionierten  Proteine  wurden  dabei  über  Ni
2+‐Ionen 
beladene  Sepharose‐Säulen  (Hi‐/HisTrap  chelating  columns,  GE  Healthcare)  in  einer  FPLC‐
Apparatur  extrahiert  (ÄKTA‐FPLC ‐  Fast  Protein  Liquid  Chromatographie).  Eine  0,1  M  NiSO4‐
Lösung wurde für die Beladung der Sepharose‐Säulen, gemäß ihrer Volumina, benutzt. Der über 
Pumpen gesteuerte FPLC‐Lauf beinhaltete in einem ersten Schritt die Äquilibrierung der Säule 
mit  dem  für  den  Proteinaufschluss  verwendeten  Urea‐Puffer  (Puffer  A),  das  Auftragen  des 
Proteinlysats  auf  die  Säule,  das  Waschen  der  Säule  mit  Urea‐Puffer  zum  Entfernen 





In  Abhängigkeit  von  der  Menge  aufgereinigten  Proteins  (ca.  20mg  Protein  pro  500  ml 
Bakterienkultur) wurden in einem Dialyseschlauch Proteinkonzentrationen von 1‐3 mg/ml mit 
den  Elutionsfraktionen  eingestellt.  Die  Dialyse  zur  Entfernung  denaturierenden  Harnstoffes 
wurde  über  ca.  24h  bei  4°C  in  einem  Dialysebad,  mit  einem  Volumenverhältnis  1:125, 
durchgeführt. Nach 16h wurden alle weitere 2h ein Viertel des Dialysebadvolumens durch eine 
10%ige Glycerinlösung ersetzt. Für eine schonende Rückfaltung setzte sich die Dialyselösung im 
Schlauch  und  umgebenden  Bad  wie  folgt  zusammen:  400mM  L‐Arginin  (in  seiner  freien 
basischen Form auf pH=7,5 als 1fach Kation eingestellt), 250mM NaCl und 10% Glycerin, alles 
gelöst in 1x PBS. Bei größeren Proteinkonzentrationen wurde zum Teil auch Tween‐20 (0,05% 
Vol.)  zugesetzt  um  ein  Ausfallen  der  Proteine  zu  vermeiden.  Anschließend  wurden  die 
aufgereinigten und rückgefalteten Proteine bei 11.000rpm bei 4°C für 20 min abzentrifugiert um 
eventuell  entstandene,  größere  Aggregate  ausgefallener  Proteine  zu  entfernen.  Die  Proteine 











gewaschen  und  anschließend  in  RIPA‐Zelllyse‐Puffer,  inklusive  frisch  zugegebenem  Protease‐ 
(Protease  Inhibitor  Cocktail  III,  Calbiochem,  1‐2µg/µl)  und  Phosphataseinhibitor  (PhosSTOP, 
Roche, 1 Tablette/10ml), aufgenommen. In Abhängigkeit von der zu lysierenden Zellmenge bzw. 
Zelldichte wurden RIPA‐Puffer Volumina von ca. 80‐500 µl eingesetzt. Im Falle adhärenter Zellen 







der  proteinhaltige  Überstand  weggefroren  und  gelagert  (‐20°C)  oder  direkt  für  eine  weitere 
Analyse, nach Bestimmung der Proteinkonzentration, verwendet.  
2.  fraktioniertes Zelllysat (Kern‐ & Zytosolextrakte) 
Die  Extraktion  von  Proteinen  des  Zytosols  und  des  Zellkerns  erfolgt  in  zwei 
aufeinanderfolgenden  Lyse‐Schritten.  Im  ersten  Lyse‐Schritt  wird  die  äußere  Zellmembran 
aufgelöst. Hierfür wurde erneut in Abhängigkeit von der Menge der zu lysierenden Zellen ein 
spezieller Lysepuffer (Puffer A) im Volumen von ca. 100‐500 µl, nach dem Waschschritt mit 
kaltem  PBS,  zu  den  Zellen  gegeben.  Dem  Lysepuffer‐A  wurden  ebenfalls  Protease‐  und 
Phosphataseinhibitor frisch beigefügt. Nach einer 10‐minütigen Lyse auf Eis wurden die Proben 
zentrifugiert  (3000  rpm,  10  min,  4°C)  und  der  Überstand  abgenommen,  weggefroren  und 
gelagert (‐20°C). Der Überstand beinhaltet die Proteine des Zytosols (zytosolische Fraktion). Der 
Zellkern,  mit  DNA  und  Nucleoli,  sowie  größere  Reste  der  Plasmamembran  verbleiben  als 




der  Kernmembran  begünstigt  und  die  Löslichkeit  der  Kernbestandteile  erhöht.  Nach  einer 
Ultraschallbehandlung mit 20 Impulsen im Sonikator und einer weiteren Inkubation auf Eis für 
30 min wurden die festen Bestandteile bei 14.000 rpm für 20 min bei 4°C abzentrifugiert. Der 
Überstand  (nukleäre  Fraktion)  wurde  weggefroren  und  gelagert  (‐20°C)  oder  direkt  für  eine 




Im  Falle  einer  Zelllyse  und  Proteinextraktion  nach  Proteintransduktions‐Versuchen  mit 
rekombinanten  zellpenetrierenden  Proteinen,  wurden  zunächst  die  überschüssigen,  nicht 






Die  Bestimmung  der  Proteinkonzentration  erfolgte  photometrisch  (Bradford‐Test).  Hierfür 
wurden 1‐5  µl des zu  untersuchenden Proteingemisches  (Proteinextrakte, Zelllysate) in 1  ml 
Bradford‐Farbreagenz (5x Coomassie® Brilliant Blue G‐250, Bio‐Rad) verdünnt und für 5 min bei 
RT inkubiert. Die Extinktion der entstehenden blauen Protein‐Farbkomplexe lässt sich bei einem 




Für  die  qualitative  Bestimmung  einzelner  Proteine  eines  Proteingemisches  bzw.  Zelllysats 
wurden  die  Proteine  nach  ihrer  Größe  in  einem  SDS‐Polyacrylamidgel  elektrophoretisch 
aufgetrennt  (SDS‐PAGE).  In  Abhängigkeit  vom  Molekulargewicht  der  zu  untersuchenden 
Proteine  wurden  Gele  mit  unterschiedlichem  Acrylamid‐Anteil  gegossen  (kleine  Proteine 
<50kDa:  12‐20%  Acrylamid;  große  Proteine  >50kDa:  6‐12%  Acrylamid).  Acrylamid  wurde  in 
einem  SDS‐&  Tris‐haltigem  Puffer  mit  entsprechendem  Wasseranteil  durch  Zugabe  des 
Radikalbildner  Ammoniumpersulfat  und  des  Katalysators  TEMED  (Tetramethylethylendiamin) 
auspolymerisiert. Es wurde dabei das Verfahren der diskontinuierlichen SDS‐PAGE angewendet, 
mit  einer  Aufkonzentrierung  der  Proteine  in  einem  Sammelgel  und  der  anschließenden 
Auftrennung  im  Trenngel  (Laemmli,  1970;  Sammel‐  &  Trenngel  Zusammensetzung  nach 
Sambrook and Russel – Molecular Cloning: A Laboratory Manual). Je nach Konzentration des zu 
untersuchenden  Proteingemisches  wurden  20  –  40  µg  Protein  auf  das  Gel  geladen.  Für  die 
optimale  Detektion  einzelner  Proteine  wurden  die  Proben  durch  Zugabe  eines β ‐
Mercaptoethanol‐haltigen, reduzierenden Gelladepuffers (Roti‐Load I) und 5 minütiger Erhitzung 
(95°C)  denaturiert  und  anschließend  aufgetragen.  Proteinkomplexe  sowie  Tertiär‐  & 
Sekundärstruktur der Proteine wurden dadurch aufgebrochen. Für die Bestimmung aggregierter 
Proteine (Protein‐Dimere) wurde ein nicht reduzierender Ladepuffer verwendet (Roti‐Load II). 
Zur  späteren  Identifizierung  der  Proteine  nach  ihrer  Größe  wurden  Proteingrößenmarker 
















Dry“‐Blot‐System  benutzt.  Der  Reihe  nach  wurden  dabei,  beginnend  bei  der  Anode,  in 
Anodenpuffer I/II getränktes Blotting‐Filterpapier, in Wasser getränkte Nitrozellulosemembran, 
Polyacrylamid‐Gel  und  in  Kathodenpuffer  getränktes  Blotting‐Filterpapier  übereinander 
angeordnet. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes (50 mA pro Gel) wurden dann die Proteine 
aus dem Gel auf die direkt anliegende Nitrozellulose in Richtung Anode übertragen (Dauer: 1 h). 
Um  für  die  immunologische  Auswertung  unspezifische  Antigen‐Bindungsstellen  der 
Nitrozellulosemembran  zu  blockieren,  wurde  diese  für  mindestens  1  h  mit  einer  5%igen 
Milchpulverlösung  inkubiert.  Anschließend  erfolgte  die  Inkubation  mit  den  für  das  Target‐
Protein  spezifischen  Primär‐Antikörpern  bei  4°C  über  Nacht.  Dabei  wurden  die  Membranen 
unter  Rotation  in  einem  50  ml‐Falcon‐Reaktionsgefäß  mit  einer  1:1000  Verdünnung  des 
Antikörpers in 5 ml einer 3‐5%igen BSA oder Milchpulverlösung (in Abhängigkeit vom Antikörper 
‐ siehe Antikörperliste 2.1.9) behandelt. Nach dreimaligem Waschen der Protein‐Blots für jeweils 
mindestens  5  min,  erfolgte  die  Inkubation  mit  „horseradish“  Peroxidase  (HRP)  gekoppelten 
Sekundärantikörpern. Die Fc‐Fragment spezifischen Sekundärantikörper, wurden entsprechend 
der Spezies des Primärantikörpers ausgewählt und in einer 1:5000 Verdünnung in 5 ml TBST 






5  min  inkubiert.  Die  bei  der  Oxidation  des  Luminols  über  die  HRP  auftretende 
Chemolumineszenz  kann  dann  durch  Auflegen  eines  Röntgenfilms  (wenige  Sekunden  bis 
mehrere  Minuten  in  Abhängigkeit  von  Substrat  und  Bandendicke  bzw.  Signalstärke)  in  einer 
lichtgeschützten Fotokassette detektiert werden. Der Film wurde in einer Entwicklermaschine 
entwickelt. Sämtliche Behandlungen mit Antikörpern und in diesem Zusammenhang stehenden 













eines  interagierenden  Protein‐Paares  in  Lösung  bzw.  in  einem  Proteingemisch  oder  Zelllysat 
durch Bead‐gekoppelte Antikörper. Nach anschließender Separierung über die Beads, lassen sich 
interagierende Proteine im Anschluss im Western‐Blot detektieren bzw. analysieren. In dieser 
Arbeit  wurden  magnetische,  Protein  G‐beladene  Polystyren‐Beads  der  Firma  Invitrogen‐Life 
Technologies (Dynabeads® ProteinG) verwendet. Sämtliche Schritte, die Fc‐Antikörper‐Kopplung 
an die Beads über Protein G, die Inkubation mit einem Proteingemisch, unter Verwendung eines 




zwischen  Protein  G  und  Antikörper  bzw.  zwischen  den  Beads  und  den  Immun‐Präzipitaten 
aufgebrochen,  wodurch  die  Proben  nach  sofortiger  Magnet‐Separierung  auf  ein  
92 
Polyacrylamidgel geladen und im Western Blot analysiert werden konnten. Dabei wurden ein 
Zehntel  des  zuvor  für  die  Co‐IP  eingesetzten  Volumens  an  Proteingemisch  bzw.  Zelllysat  als 
Input‐Kontrolle mit auf das Gel geladen.  
2.2.4.6  NACHWEIS ZELLULÄRER PROTEINE DURCH IMMUNFLUORESZENZ 













Waschpuffer  System  von  BD  Bioscience  für  intrazelluläre  Proteinfärbung.  500  µl  des 
Formaldehyd‐  und  Saponin‐haltigen  Fixierungs‐  und  Permeabilisierungspuffer  wurden  hierfür 
pro 12‐Well auf die mit Zellen behafteten Deckgläser gegeben und für 30 min bei RT, im Dunklen 
inkubiert. Im Falle von Suspensionszellen erfolgte die Fixierung und Permeabilisierung in FACS‐










gelöst  wurden.  Die  Zugabe  der  entsprechenden  Menge  an  Antikörpern  und 
Fluoreszenzfarbstoffen erfolgte nach Herstellerangaben. Im Anschluss wurden die Zellen erneut 
je dreimal für 10 min mit Waschpuffer inkubiert. Wurden Primärantikörper ohne gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstoff  eingesetzt,  erfolgte  eine  weitere  30minütige  Inkubation  mit 
fluoreszenzmarkierten  Sekundärantikörpern,  welche  in  Abhängigkeit  der  Spezies  des 




auf  Objektträger  überführt  und  durch  das  Auftragen  von  ca.  3‐5  µl  „Mounting‐Medium“ 
[ProLong® Gold Antifade; Invitrogen] wurden die Deckgläser auf dem Objektträger fixiert und für 
die anschließende Lagerung und mikroskopische Auswertung präpariert. Die Dokumentation der 
fluoreszenzmarkierten  Proteine  und  DNA  erfolgte  in  einem  intrazellulären  Querschnitt 








Die  Analyse  des  Einflusses  einer  funktionalen  Stat5‐Inhibierung  auf  die  Überlebensfähigkeit 
(Viabilität)  von  Tumorzellen  und  deren  Erhalt  tumoralen  Wachstums  bildete  ein  zentrales 
Kriterium  der  in  dieser  Arbeit  durchgeführten  Experimente.  Die  Charakterisierung  der  Zellen 




sich  vitale  Zellen,  ohne  die  Verwendung  radioaktiver  Isotope,  in  einem  Ansatz 
spektrophotometrisch  quantifizieren.  Die  Methode  beruht  auf  der  Spaltung  eines  löslichen, 
gelben Tetrazoliumsalzes (XTT) in den ebenfalls löslichen, orangen Farbstoff Formazan über die 
mitochondriale  Succinat‐Tetrazolium‐Reduktase  metabolisch  aktiver  Zellen.  Als  Folge  der 
Inkubation  mit  bestimmten  Testsubstanzen  (z.B.  Zytokine,  Wachstumsfaktoren  oder 
pharmakologische  Testsubstanzen)  über  einen  mehrtägigen  Zeitraum,  können  über  die 
Intensität des Farbumschlags Wachstumskinetiken erstellt und quantitative Aussagen über die 
Zellviabilität, als Folge metabolischer Aktivität, getroffen werden. Zu Beginn des Experiments 





das  Experiment  mit  Suspensionszellen  direkt  nach  dem  aussäen  gestartet  wurde,  wurden 
adhärente Zellen erst nach dem anwachsen über Nacht zur Messung verwendet. Im Falle der 
Inkubation mit den zu untersuchenden rekombinant aufgereinigten Proteinen wurden tägliche 
Messungen  über  einen  Zeitraum  von  5  Tagen  durchgeführt.  Die  Proteine  wurden  dabei  in 
verschiedenen  Konzentrationen  ebenfalls  täglich  mit  frischem  Medium  (stets  100  µl 
Gesamtvolumen  pro  Kavität)  zu  den  Zellen  gegeben.  Im  Falle  der  Suspensionszellen  wurden 
spezielle  96‐Well  Platten  mit  abgerundeten  Boden  („96  round  bottom‐wells“  für 
Suspensionszellen)  verwendet,  in  welchen  Suspensionszellen  im  Zentrum  des  Rundbodens 





Konfluenz,  so  wurden  frische  Zellen  der  jeweiligen  Proben  erneut  in  einer  96‐Well  Platte 
ausgesät und weiter analysiert. Zum Start der Messung wurden pro Kavität 50 µl XTT‐Lösung und 
1 µl Elektronenkopplungsreagenz zu Medium und Zellen gegeben und die Zellen bei 37°C im 
Brutschrank  weiter  kultiviert.  Dabei  wurden  Triplettmessungen  je  Ansatz  durchgeführt. 
Nachdem  ein  Farbumschlag  zu  orange‐rot  in  einem  der  Ansätze  stattgefunden  hat  (in 











Weiterpassagierung  wurde  wiederum  die  gleiche  Zellzahl  von  1x10
5  Zellen  im  definierten 









basierend  auf  der  ermittelten  Zellzahl,  eingesetzte 









wird  in  einer  frühen  Phase  der  Apoptose,  in  Folge  einer  Auflösung  der  symmetrischen 
Membranstruktur,  als  physiologischer  Prozess  der  Erkennung  apoptotischer  Zellen  durch 
Phagozyten  auf  der  Außenseite  der  Zellmembran  exponiert.  Das  hochspezifisch  mit  PS 
interagierende  Annexin  V  kann  durch  Kopplung  mit  Fluoreszenzmarkern  oder 









Nach  erfolgter  Zellernte  wurden  die  zu  analysierenden  Zellproben  zweimal  mit  kaltem  PBS 
gewaschen und anschließend in einem entsprechenden Volumen (ca. 1x10
6 Zellen /ml) FACS‐




























Zugabe  zweier  lumineszierender  Substrate,  welche  spezifisch  durch  jeweils  eine  der  beiden 
Luziferasen  umgesetzt  und photometrisch bestimmt werden kann. Die Co‐Transfektion einer 
basal  bzw.  konstitutiv  exprimierten  Kontroll‐Luziferase  bietet,  nach  einer  abschließenden 
Normalisierung  der  gemessenen  Werte  gegen  die  Kontroll‐Werte,  die  Möglichkeit  der 
Einbeziehung  essentieller  Variablen  wie  Transfektionseffizienz  und  Zellviabilität,  weshalb  die 
Genauigkeit der Messung wesentlich erhöht wird. Als Reporterkonstrukt für die Messung einer 










Luziferase  (aus  Renilla  reniformis),  welche  nach  Co‐Transfektion  konstitutiv  über  den 
pGL4.74[hRluc/TK]‐Plasmid  exprimiert  wurde.  Der  Assay  wurde  mit  dem  Dual‐Luciferase® 
Reporter  (DLR™)  Assay  System  von  Promega  nach  Herstellerangaben  durchgeführt.  Die 
wesentlichen  Schritte  dieses  Assays,  nach  Co‐Transfektion  und  Behandlung  der  Zielzellen, 
umfasste die Zelllyse und Übertragung der Proben in Multiwell‐Platten, die Zugabe des Firefly‐
Luziferase Detektionssubstrates und anschließende photometrische Messung, die Zugabe einer 





Mit  dem  Gelshift‐Assay  oder  EMSA  („electrophoretic  mobility  shift  assay”)  lassen  sich  DNA‐
Protein‐Interaktionen  unter  elektrophoretischer  Auftrennung  kurzer,  radioaktiv‐markierter, 
doppelsträngiger DNA in einem nativen Polyacrylamidgel detektieren. Im Falle einer Interaktion 
zwischen  Protein  und  DNA  führt  dies  zu  einem  detektierbaren  Bandenshift  im  Gel.  Für  die 
Detektion einer Interaktion zwischen Stat5 und der DNA wurde das zuvor unter Kap. 2.2.5.2.1 
beschriebene  Stat5‐Enhancer‐Element  aus  dem β ‐ Casein  Promotor  verwendet  und  als 
Oligonukleotid im Assay eingesetzt. In einem ersten Schritt wurden die beiden Einzelstränge der 
Enhancer‐Sequenz, welche in gleichen Konzentrationen eingesetzt wurden, unter 5minütigem 
























Nach  einer  Inkubation  bei  RT  für  30  min  wurden  die  Proben  in  einem  nativen  4%igen  TBE‐
Polyacrylamidgel [6ml Acrylamid‐Gemisch, 2,5ml TBE [5x], 2,5ml 50% Glycerol, 360 µl 10% APS, 
28 µl TEMED, 34 ml H2O] zunächst für 30 min bei 60 V und anschließend für 90 min bei 120 V 
elektrophoretisch  aufgetrennt  (Laufpuffer:  TBE‐Puffer  [0,25x]).  Abschließend  wurde  das  Gel 
durch leichtes Schwenken in Fixierungspuffer fixiert und nach Folienverschluss getrocknet und 
abschließend  durch  Auflegen  eines  Fotofilms  ausgewertet.  Ein  Stat5‐Antikörper  wurde  zur 












und  Metastasierung,  Sauerstoff‐unabhängiger  Energiestoffwechsel,  Angiogenese  oder  die 
Umgehung der Immunabwehr werden durch Stat3 und Stat5 unterstützt. Als Resultat dieser 
multiplen  Effekte  entwickeln  Tumore  hinsichtlich  ihrer  Viabilität  häufig  eine  phänotypische 
Abhängigkeit  gegenüber  diesen  Signalmolekülen,  weshalb  diese  Vertreter  der  Stat‐
Proteinfamilie  in  aberrant  exprimierter  Form  vielversprechende  Zielstrukturen  in  der 
Krebstherapie darstellen.  
Die makromolekularen Strukturen interferierender Proteine und Peptide bieten die Möglichkeit 
einer  effektiven  und  spezifischen  Inhibierung  nicht‐konventioneller  Wirkstoff‐Targets,  wie 
Transkriptionsfaktoren. Peptidaptamere, als kombinatorische Proteinkonstrukte, bestehend aus 
einer  kurzen  targetspezifischen  Peptidsequenz,  welche  in  starrer  Konformation  durch  ein 




für  die  Dimerisierung  über  Phosphotyrosin‐Interaktion  verantwortlichen  Region  des  Stat3‐
Proteins interagiert und anschließend in eine modifizierte und optimierte Variante des humanen 
Thioredoxin Proteins (hTRX), als Gerüstprotein, integriert wurde (Borghouts et al., 2008a). Mit 
diesem  zellpenetrierenden  Peptidaptamer  konnte  die  Phosphorylierung  von  Stat3  reduziert 
werden,  was  in  einer  Inhibierung  des  Wachstums,  der  Viabilität,  der  Migration  sowie  der 
Zielgen‐Expression Stat3‐abhängiger Tumorzellen resultierte (Borghouts et al., 2012).  
Unter Verwendung dieses Inhibitor‐Grundgerüstes sollte eine 12mer Peptidaptamer‐Sequenz, 




Intervention  in  verschiedenen  Tumorzelllinien  durch  shRNA‐Knockdown  zu  validieren.  Das 
Hauptaugenmerk lag dabei auf der Beobachtung einer Stat5‐Abhängigkeit von Leukämiezellen, 
da  diese  häufig  eine  stark  deregulierte  Stat5‐Aktivität  aufweisen.  Nach  Abschluss  der  Stat5‐
Target‐Validierung und Identifikation eines geeigneten Peptidaptamer‐Konstrukts, war es Ziel, 
die  Effekte  einer  Peptidaptamer‐Interaktion  hinsichtlich  einer  funktionellen  Inhibierung  der 
Stat5‐Aktivität,  sowohl  nach  lentiviralem  Gentransfer  als  auch  nach  Medium‐Applikation  als 
rekombinantes Protein, in verschiedenen Zielzellen zu testen. Anhand dessen sollte das Potential 
des Peptidaptamers abgeschätzt werden, gezielt in der Behandlung Stat5‐abhängiger Tumore 

















lässt  sich  in  nahezu  jeglicher  Form  von  Leukämien,  Lymphomen  und  myeloprolifertiven 
Erkrankungen  detektieren,  weshalb  Stat5  als  eine  vielversprechende  Zielstruktur  in  der 
Behandlung von Tumoren und Neoplasien des Blutes betrachtet wird (Benekli et al., 2009; Lewis 
&  Ward,  2008).  Die  Beobachtung  des  Einflusses  einer  Stat5‐Inhibierung  in  Leukämien  stand 
daher bei den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen im Vordergrund. Um Stat5 als eine 
geeignete Zielstruktur für eine therapeutische Intervention in Tumoren zu validieren, erfolgte zu 
Beginn  dieser  Arbeit  eine  Analyse  der  Effekte  einer  Inhibierung  der  Stat5‐Expression  in 
verschiedenen  humanen  Tumorzelllinien,  über  die  Methodik  der  RNA‐Interferenz.  Neben 
diversen  leukämischen  Zelllinien  wurden  dabei  auch  verschiedene  Arten  solider  Tumore 
untersucht. Nach Herunterregulierung der Stat5‐Expression über interferierende shRNA („Stat5‐
Knockdown“), wurde über die Messung der Veränderung zellulärer Viabilität die Intensität des 




Zunächst  erfolgte  eine  Charakterisierung  von  Tumorzelllinien  unterschiedlicher  Gewebe 
hinsichtlich der Expression von Stat5‐Proteinen und deren Aktivierung als transkriptionell aktive 
Dimere  durch  Phosphorylierung  ihrer  kritischen  Tyrosinreste.  Hierfür  wurden  Western  Blot‐
Analysen mit Gesamtzellextrakten durchgeführt und die totalen Stat5‐Proteinmengen, ohne eine 
quantitative Unterscheidung der Stat5A und Stat5B‐Isoformen, bestimmt. Die Bestimmung der 
Stat5‐Tyrosinphosphorylierung  erfolgte  in  den  in  dieser  Arbeit  durchgeführten  Experimenten 
ebenfalls generell, unter Verwendung von Antikörpern welche sowohl eine Phosphorylierung 









































al.,  2005).  Die  unter  dem  Begriff  myeloproliferative  Erkrankungen  oder  myeloproliferatives 
Syndrom  (MPS)  zusammengefassten  Formen  hämatologischer  Neoplasien  myeloischen 
Ursprungs, wie Polycythaemia vera (PV), essentielle Thrombozythämie (ET) oder idiopathische 
Myelofibrose (IMF), sind in ihrer Entstehung eng mit dem Auftreten der Jak2(V617F)‐Mutation 
und  Stat5‐vermittelter,  proliferativer  und  antiapoptotischer  Signalgebung  verbunden 
(Funakoshi‐Tago  et  al.,  2010).  Das  MPS‐Krankheitsbild,  einschließlich  genetischer  und 
chromosomaler  Veränderungen,  v.a.  das  der  Jak2‐Stat5  vermittelten  Epo‐hypersensitiven  PV 
(Wernig  et  al.,  2006),  unterscheidet  sich  dabei  nur  geringfügig  von  dem  einer  akuten 
Erythroleukämie, wie im Falle der HEL‐Zelllinie (Quentmeier et al., 2006). Die promyeloblastische 
HL‐60‐Zelllinie ist durch einen kompletten Verlust des p53‐Tumorsuppressorproteins, in Folge 
einer  homozygoten  Deletion  des  p53‐Gens,  gekennzeichnet  (Wolf  &  Rotter,  1985).  Der 
aggressive  Phänotyp  einer  AML‐Erkrankung  wurde  in  dieser  Zelllinie  durch  eine  zusätzliche 
Aktivierung  des  c‐myc  und  N‐ras  Onkogens  durch  Gen‐Amplifikation  bzw.  Punktmutation 
hervorgerufen (Collins, 1987). Die identifizierte, intensive Stat5‐Tyrosinphosphorylierung deckte 
sich jedoch nicht mit den mehrheitlichen Angaben der Literatur. Wie die HEL‐Zelllinie wurden 
HL‐60  Zellen  in  verschiedenen  Studien  als  Kontrollzelllinie  einer  Bcr‐Abl  vermittelten  Stat5‐
Inhibierung eingesetzt, da HL‐60 Zellen neben der Abwesenheit von Bcr‐Abl zudem über kaum 
detektierbare Mengen an phosphoryliertem Stat5 verfügen (Huang et al., 2002a; Nam et al., 
2007;  Wang  et  al.,  2011).  Nichtsdestotrotz  lassen  sich  in  der  Literatur  auch  Angaben  über 
konstitutive Stat5‐Aktivitäten finden (Chien et al., 2008). Diese kontroversen Angaben führten 
dazu, dass die HL‐60‐Zelllinie mehrheitlich von weiteren Versuchen ausgeschlossen wurde, da 










fungiert  („Eight‐twenty‐one  corepressor“).  Unter  Bildung  eines  ETO‐Co‐Repressor‐Komplexes 
kommt  es  zu  einer  Inhibierung  der  Expression  von  AML1‐Zielgenen,  mit  dem  Resultat  der 
Inhibierung erythroid‐myeloischer Differenzierung hämatopoetischer Progenitorzellen und der 





Zellen  wiesen  keine  bzw.  nur  geringe  Mengen  tyrosinphosphorylierten  Stat5‐Proteins  auf. 


























Durch  Transfektion  und  virale  Transduktion  mutierter  Gene  wurden  in  der  Vergangenheit 
verschiedene  stabil  transformierte  Ba/F3‐Zellen  hergestellt  und  der  onkogene  Charakter 
mutierter  und  fusionierter  Proteine  identifiziert  und  charaktereisiert  (George  et  al.,  2008; 
Gesbert & Griffin, 2000; Lacronique et al., 2000; Mayerhofer et al., 2008). Transformierte Ba/F3‐
Zellen,  welche  die  Fusionskinasen  Tel‐Jak1‐3,  Npm‐Alk  und  Bcr‐Abl  sowie  konstitutiv  aktive 
Mutanten  des  Stat5A  und  c‐Kit  Proteins  (cS5
f‐S710F,  caKit‐D816V)  exprimieren,  wurden 
freundlicherweise von Dr. Richard Moriggl (Ludwig Boltzmann Institut für Krebsforschung Wien, 
AT)  bereitgestellt.  Die  transformierten  Ba/F3‐Zellen  wiesen  alle  eine  Erhöhung  der  Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung  gegenüber  den  IL3‐abhängigen  Wildtyp‐Ba/F3‐Zellen  auf.  Eine 
signifikante Erhöhung der Stat3‐Phosphorylierung konnte jedoch nur in Tel‐Jak transformierten 
Ba/F3‐Zellen,  vor  allem  im  Falle  des  Tel‐Jak2  Fusionsproteins,  festgestellt  werden,  was  den 
dominierenden  Einfluss  von  Stat5  gegenüber  Stat3  in  der  Ausbildung  hämatologischer 
Neoplasien unterstreicht.  
Zusätzlich  erfolgte  eine  Charakterisierung  verschiedener  solider  Tumorzelllinien  auf 
Proteinebene,  hinsichtlich  totaler  Stat5‐Expression  und  Aktivierung  über 
Tyrosinphosphorylierung.  Die  verwendeten  Zelllinien  entstammen  unterschiedlicher  Gewebe 
humanen Ursprungs (siehe Abb.3‐4). Hierzu zählten epidermale Karzinomzelllinien (A431, B9‐

















Unter  normalen  Kultivierungsbedingungen,  mit  Serum‐haltigen  Kulturmedium  und  in 
Abwesenheit  zusätzlicher  Zytokin‐  oder  Hormon‐Supplemente,  wiesen  die  soliden 
Tumorzelllinien  in  der  Summe  deutlich  reduzierte  Mengen  an  phosphoryliertem  Stat5,  bei 
gleichzeitig  erhöhter  Stat3‐Phosphorylierung,  gegenüber  den  Leukämiezelllinien  auf.  Diese 
Beobachtungen deckten sich mehrheitlich mit Angaben vorheriger Analysen aus der Literatur. 
Am  deutlichsten  war  eine  Tyrosin‐Phosphorylierung  in  der  Prostatakarzinomzelllinie  PC‐3 
erkennbar.  Diese  metastatische  Prostataepithelzelllinie,  isoliert  aus  dem  Knochen  eines  62‐
jährigen  Kaukasiers  mit  aggressivem  Prostata‐Adenokarzinom,  wächst  androgenunabhängig, 
begünstigt  durch  einen  heterozygoten  p53‐Verlust,  einer  c‐Myc  Genamplifikation  und  einer 
PTEN‐LOF („loss of function“)‐Mutation (van Bokhoven et al., 2003). Eine genomische Analyse 
chromosomaler  Aberrationen  von  Prostatakarzinomzellen  ergab  zudem  einen  kompletten 
homozygoten Verlust der benachbarten Stat5B‐ und Stat3‐Gene in Folge einer 500kb Sequenz‐
Deletion auf Chromosom 17 (Clark et al., 2003). Daher handelt es sich bei den im Western Blot 
detektierten  Banden  ausschließlich  um  phosphoryliertes  und  totales  Stat5A‐Protein,  bei 








Gegensatz  dazu  weisen  die  Brustkrebszelllinien  MCF7,  T‐47D  und  SK‐BR‐3  erhöhte  SOCS‐
Expressionslevel auf. Basierend auf der Expressionskontrolle durch Stat‐Proteine, als natürlicher 
Feedback‐Regulationsmechanismus,  konnte  die  erhöhte  SOCS‐Expression  dieser  Zelllinien  auf 




Mitglieder  der  ErbB‐Rezeptorfamilie,  in  Kombination  mit  einer  erhöhten  Src‐Kinase  Aktivität, 
konnten  als  primäre  Mechanismen  konstitutiver  Stat3‐Tyrosinphosphorylierung  in 
Brustkrebszelllinien wie MCF7, T‐47D und SK‐BR‐3 identifiziert werden (Garcia et al., 2001; Li & 













































Zelllinie,  lässt  sich  auf  aberrante  Aktivitäten  mutierter  oder  amplifizierter  Nicht‐Rezeptor‐
Tyrosinkinasen wie Pyk2, zusätzlich zu Src, zurückführen (Shi & Kehrl, 2004). Hinsichtlich eines 




















wenigen  Fällen  feststellbar  waren.  Hierzu  zählte  die  kolorektale  Karzinomzelllinie  HCT116, 
welche  eine  nur  minimale  Stat5‐Expression  aufwies,  und  die  Prostatakarzinomzelllinie  PC‐3, 
welche,  aufgrund  einer  Deletion  des  Stat5B‐Gens,  durch  eine  alleinige  Stat5A‐Expression 




zählten  die  Expression  von  dominant‐negativen  Stat5‐Mutanten,  siRNA‐Interferenz  oder  die 
Expression  von  „antisense“  oder  „decoy“‐Oligonukleotiden.  Als  „proof  of  principle“  einer 
späteren  funktionalen  Stat5‐Intervention  durch  Peptidaptamer‐Konstrukte,  erfolgte  daher 







RNA‐Moleküle  (siRNA‐„small  interfering  RNA“)  induzierten,  sequenzspezifischen  Degradation 
von mRNA. Evolutionär betrachtet dient die RNA‐Interferenz der Abwehr schädigender Fremd‐
DNA,  in  Form  viraler  Retroelemente  oder  Transposons.  Die  Expression  RNA‐interferierender 
MicroRNA  (miRNA)  hat  sich  im  Zuge  der  Evolution  mehrzelliger  Organismen  zu  einem 
essentiellen  genregulatorischem  Mechanismus  entwickelt,  durch  welchen  gewebespezifische 
Funktionen  und  Phänotypen  bestimmt  werden.  Heute  wird  die  RNA‐Interferenz  als 
molekularbiologisches  Werkzeug  zur  spezifischen  Inhibierung  der  Expression  bestimmter 
Zielgene  genutzt.  Hierbei  werden  synthetische  siRNA‐Oligonukleotide  (19‐23  bp),  mit  einem 
jeweils 3‘‐Zwei‐Nukleotid‐Überhang, entweder direkt über diverse Transfektionstechniken oder 
über  Liposome  in  die  Zielzellen  eingeschleust  oder  in  Form  prozessierbarer  shRNA‐Moleküle 
(„short  hairpin  RNA“)  in  den  Zielzellen  exprimiert.  Vergleichbar  mit  der  unprozessierten, 
endogenen miRNA (pre‐miRNA: „precursor miRNA“) weisen shRNA‐Moleküle eine Länge von bis 
zu 70‐80 Nukleotiden auf, welche über komplementäre Sequenzen nach der Transkription eine 
RNA‐Doppelhelix  mit  Haarnadelstruktur  ausbilden.  Der  Transfer  von  shRNA  in  die  Zielzellen 





exprimiert.  Das  shRNA‐Primärtranskript  wird  zunächst  über  die  RNAse  Drosha  zur  fertigen 




RNA‐bindende  Proteine  der  Argonaut‐Familie  integriert.  Im  RISC‐Komplex  wird  die  siRNA‐
Doppelhelix entwunden und gespalten, wobei der zur Ziel‐mRNA komplementäre Einzelstrang 
(„Leitstrang“) im RISC‐Komplex gebunden bleibt. Über den Leitstrang erkennt und bindet der 








Stat5A‐  und  Stat5B‐mRNA  wurden  von  Sigma  [MISSION®shRNA,  SIGMA‐Aldrich]  in  dem 
lentiviralen pLKO‐Transfervektor bereitgestellt (siehe Kap. 2.1.6.3 & 2.1.7.1). Da der pLKO‐Vektor 
alleinig  über  ein  Puromycin‐Resistenzgen  als  selektierbaren  Marker  verfügt,  erfolgte  eine 
Umklonierung  in  den  lentiviralen  eGFP‐exprimierenden  pLeGO‐G  Vektor  [Lentiviral  Gene 
Ontology  Vectors,  www.lentigo‐vectors.de],  wodurch  effiziente  Analysen  von 
Transduktionseffizienzen durchgeführt sowie Veränderungen der Anzahl transduzierter Zellen 



















































Wert  der  Leervektor‐Kontrolle  entsprach.  Im  Fokus  des  Interesses  stand  dabei  zunächst  die 
Analyse der Effekte einer Stat5‐Inhibierung auf die Viabilität humaner Leukämiezelllinien, mit 




wie  Zytokinen,  weisen  K562‐CML‐  und  HEL‐AML(M6)‐Zellen  unter  normalen  Zellkultur‐
Bedingungen  eine  vergleichbare,  mikroskopisch  nicht  zu  unterscheidende  Morphologie 
erythroid‐myeloischer Progenitorzellen auf. Ebenfalls vergleichbar ist das hohe Maß an Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung, wobei mit Bcr‐Abl und Jak2(V617) jedoch zwei verschiedene, mutierte 
Tyrosinkinasen,  als  Auslöser,  der  Stat5‐Aktivierung  zu  Grunde  liegen.  Bereits  zuvor  konnte 
gezeigt werden, dass die konstitutive Aktivierung von Stat5, sowohl über Bcr‐Abl als auch über 
Jak2(V617), zentrale Mechanismen leukämischer Transformation darstellen, welche sich zudem 
essentiell  auf  die  Sicherung  von  Überlebensfähigkeit,  Selbsterneuerung  und  Expansion 
leukämischer Stamm‐ und Progenitorzellen auswirken (Funakoshi‐Tago et al., 2010; Hoelbl et al., 
2010;  Walz  et  al.,  2012).  Auf  welchem  Wege  diese  Mechanismen  zu  einer  Ausprägung 
unterschiedlicher Krankheitsbilder myeloproliferativer Neoplasien, mit der Ausbildung von CML 
oder  CML‐ähnlichen  Verläufen  im  Falle  der  Bcr‐Abl  Translokation  und  der  Ausbildung 
verschiedener  MPS‐Erkrankungen  oder  verschiedener  Formen  akut  verlaufender  Leukämien 
nach Jak2(V617F)‐Mutation, führen, ist bislang jedoch größtenteils unbekannt. Um die Stat5‐
Abhängigkeit Bcr‐Abl positiver CML‐ und Jak2(V617)‐positiver akut erythroleukämischer AML‐
Zellen  zu  verifizieren,  wurden  zunächst  parallele  Stat5‐Knockdown  Experimente  in  K562‐und 
HEL‐Zelllen durchgeführt.  
Die Effizienz des Stat5‐Doppel‐Knockdowns, nach Expression der shRNA, wurde anhand beider 
Stat5‐Isoformen  auf  Proteinebene  im  Western‐Blot  analysiert  (siehe  Abb.3‐7).  Der  lentivirale 































XTT‐Assay  durchgeführt  (siehe  Kap.  2.2.5.1.1).  Über  die  photometrische  Quantifizierung 
metabolischer  Aktivität  lassen  sich  mit  diesem  Assay  Aussagen  zu  der  Zellviabilität  treffen, 
welche,  unterstützt  durch  eine  mikroskopische  Verifikation,  zugleich  Rückschlüsse  auf 
Veränderungen  des  Zellwachstums  erlauben.  Für  die  Messung  wurden  unbehandelte  sowie 

























shRNA  durch  die  Zielzellen  effizient  exprimiert  wird.  Am  Zeitpunkt  des  10.  Tages  nach  der 
Transdutkion wiesen K562‐Zellen eine in etwa um 60% und HEL‐Zellen eine in etwa um 70% 




Dass  die  deutliche  Reduktion  zellulärer  Viabilität  nach  10  Tagen  mit  einer  Reduktion  des 
Zellwachstums einhergeht, konnte durch das Anfertigen fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen 
veranschaulicht  werden.  Die  Durchführung  des  XTT‐Assays  erfolgte  in  96‐Well  Platten  mit 
Rundboden,  speziell  für  Suspensionszellen.  Bereits  nach  wenigen  Stunden  setzten  sich  die 
Suspensionszellen an der tiefsten Stelle, im Zentrum des Rundbodens ab, was sowohl einen 
Mediumwechsel  während  des  Zeitraums  der  Analyse  ermöglichte,  als  auch  eine  einfache 
mikroskopische Dokumentation der Zellen im Well erlaubte (siehe Abb.3‐8B).  
Für eine genauere Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der Zellen, wurde zusätzlich die 
kumulative  Zellzahl  (KZZ;  siehe  Kap.  2.2.5.1.2)  über  einen  Zeitraum  von  30  Tagen  nach  der 
Transduktion ermittelt. Nach Ablauf eines Monats konnte dabei eine deutliche Reduktion der 
Zellzahl  Stat5‐shRNA  exprimierender  K562‐  und  HEL‐Zellen  gegenüber  unbehandelter  Zellen 
festgestellt  werden.  Die  reine  eGFP‐Expression  Leervektor‐transduzierter  Zellen  resultierte  in 
einer  vergleichsweise  nur  geringfügigen  Reduktion  der  Zellzahl.  Zudem  ließen  die 
Wachstumskurven erkennen, dass die reduzierte Zellzahl shRNA‐exprimierender Zellen vor allem 
auf  eine  Wachstumsstagnation  innerhalb  der  ersten  10  bis  14  Tage  nach  erfolgter 













Wiederkehr  der  Stat5‐Expression  und  Phosphorylierung  nach  ca.  drei  Wochen  und  dem 
Wiederanstieg  zellulären  Wachstums  und  Vitalität,  ließ  einen  Zelltod  shRNA‐exprimierender 
Zellen und ein Überleben nicht‐ oder schwach‐infizierter Zellen mit geringer shRNA‐Expression, 




den  SFFV‐Promotor  gesteuert  wird,  sollte  eGFP,  im  Falle  eines  Silencing‐Effektes  des  U6‐
Promotors,  vergleichbar  mit  der  Leervektor‐Kontrolle,  weiterhin  exprimiert  werden.  Daher 






















nach  der  Transduktion.  In  der  Folge,  in  etwa  ab  Tag  10,  zeigte  der  Kurvenverlauf  shRNA‐
exprimierender  K562‐  und  HEL‐Zellen  jedoch  eine  gleichmäßig,  lineare  Abnahme  des  Anteils 
eGFP‐exprimierender Zellen bis unter 20% innerhalb der vital eingezäuten Zellpopulation („vital 
cell  gate“)  nach  9  Wochen,  während  der  Anteil  eGFP‐exprimierender  Zellen  der  Leervektor‐
Transduktion konstant zwischen 90‐100 % verblieb. Auch die exemplarisch dargestellten FACS‐
Plots ließen im Falle der Leervektor‐exprimierenden Zellpopulation keine optische Veränderung 
des  Anteils  eGFP‐exprimierender  Zellen  erkennen.  Die  FACS‐Messung  shRNA‐exprimierender 
Zellen zeigte jedoch bereits nach 10 Tagen eine deutliche Reduktion des vitalen Zellpools im 
SSC/FSC‐Plot,  einhergehend  mit  der  Detektion  schrumpfender  Zellen,  kleinerer  Vesikel  und 
apoptotischer  Körperchen,  als  Produkte  zellulären  Zerfalls,  welche  das  Seitwärtsstreulicht 
stärker brechen und daher zu einem Shift, mit der Detektion verstärkter SSC‐Signale im SSC/FSC‐





als  ein  im  Durchschnitt  pro  Zelle  berechneter  quantitativer  Wert  für  die  in  diesem  Fall 









sei  erwähnt,  dass  ein  Sortieren  stark  GFP‐exprimierender  Zellen  wenige  Tage  nach  der 







Doppelfärbung  10  Tage  nach  der  Transduktion  auf  eine  Induktion  der  Apoptose  im  FACS 
untersucht  (siehe  Kap.  2.2.5.1.3).  Die  Zellfärbung  mit  Annexin  V  und  7‐AAD  ermöglicht  eine 
differenzierte Detektion früh‐ und spätapoptotischer Zellstadien. Hierbei wird das zu Beginn des 
Apoptoseprozesses  auf  der  Außenseite  der  Zellmembran  exponierte  Phosphpatidylserin  (PS) 




positiven  Färbung,  unterscheiden.  Unbehandelte  und  LeGO‐G  Leervektor‐transduzierte  K562‐ 
und  HEL‐Zellen  wiesen  keinen  Zustand  fortgeschrittener  Apoptose  auf,  ließen  sich  jedoch  in 
etwa 10% der Fälle mit Annexin V markieren, was sich auf einen nicht untypischen basalen Level 



















eine  eindeutige  Separation  spätapoptotischer  Zellen  durch  eine  Annexin  V/7‐AAD  doppelt 
positive  Färbung  im  FACS‐Plot  ersichtlich  ist.  Mit  4,22  %‐AnnexinV/7‐AAD  doppelt‐positiven 
K562‐ und 8,97 % doppelt‐positiven HEL‐Zellen war dies auch in diesem Experiment der Fall. 




Eine  solche  Destruktion  war  zuvor  im  Falle  shRNA‐exprimierender  Zellen  nach  10  Tagen  im 
SSC/FSC‐Plot  deutlich  erkennbar  (siehe  Abb.  3‐10A).  Werden  die  apoptotischen  Körperchen  
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nicht  durch  Phagozyten  aufgenommen,  resultiert  dies  in  einer  Lyse  der  Vesikel  und  einem 






Abhängigkeit  von  der  Dosis,  irreversible  Schäden  in  den  Zielzellen,  aufgrund  einer 
Überbeanspruchung von Exportinen und des Dicer/RISC‐siRNA Prozessierapparates, verursachen 
kann.  Ist  die  Dosis  der  shRNA‐Expression  zu  hoch,  wird  zudem  die  Prozessierung  natürlich 
vorkommender,  für  die  Physiologie  der  Zelle  essentieller,  kurzer,  doppelsträngiger  RNA‐
Moleküle, wie den endogenen microRNAs, gehindert (Grimm et al., 2006). Um auszuschließen, 







allerdings  mit  dem  rot  fluoreszierenden  mCherry‐Protein  als  Reporter  (LeGO‐C),  erfolgte.  Im 
Gegensatz zu K562‐ & HEL‐Zellen welche gegen Stat5‐gerichtete shRNA exprimierten, zeigte die 






zu  gering  war,  weshalb  das  dargestellte  Western  Blot‐Ergebnis,  im  Vergleich  zu  vorherig 




























Diese  Beobachtungen  deuteten  unmissverständlich  darauf  hin,  dass  die  Überlebensfähigkeit 
dieser beiden Leukämiezelllinien in einem hohen Maße von der Expression und Aktivierung von 
Stat5 abhängig ist. Um herauszufinden inwiefern diese Abhängigkeit aus der Aktivtät von Stat5 
als  Transkriptionsfaktor  resultiert,  wurden  abschließend  Expressionsanalysen  von  Stat5‐   
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Zielgenen  nach  lentiviraler  Transduktion  der  K562‐  und  HEL‐Zelllinien  durchgeführt.  Neben 
Mitgliedern  der  Stat  negativ‐regulatorischen  SOCS‐  (CiSH,  SOCS1,  SOCS3)  und  der 
antiapoptotischen  Bcl‐2  Proteinfamilie  (Bcl‐xL,  Mcl‐1),  wurde  die  Expression  des 
Zellzyklusregulators  CyclinD1,  der  zytoplasmatischen  Serin/Threonin‐Kinasen  Pim1  und  Pim2 
sowie des T‐Zell regulatorischen FOXP3‐Gens nach RNA‐Isolation und Reverser Transkription per 
Real‐Time PCR quantifiziert. Die Gene wurden basierend auf Angaben der Literatur ausgewählt 





unbehandelter,  Leervektor‐  und  Stat5A/B‐shRNA‐exprimierender  K562‐  und  HEL‐Zellen 
extrahiert  und  analysiert.  Nach  Auswertung  und  Zusammenfassung  der  Daten  waren  in 
Gegenwart  Stat5‐spezifischer  shRNA  deutliche  Unterschiede  hinsichtlich  der  Expression  von 
Stat5  Zielgenen  zwischen  den  Bcr‐Abl  exprimierenden  K562‐  und  den  Jak2(V617F)‐




regulierenden  CyclinD1‐Proteins  ging  einher  mit  dem  zuvor  beobachteten  Wachstumsstopp 






Expression  des  Transkriptionsfaktors  FOXP3,  welcher  vor  allem  in  lymphatischen  Zellen,  wie 
regulatorischen T‐Zellen, aktiv ist und deren Differenzierung und Funktionen bestimmt, erwies 
























Zielgene  wie  Bcl‐xL,  Mcl‐1,  Pim1  und  Pim2,  nahe,  konnte  allerdings  anhand  der  nach  Stat5‐
Knockdown durchgeführten PCR‐Analysen wiederlegt werden. Der minimale Effekt in der HEL‐
Zelllinie, mit einer Reduktion der CyclinD1‐Expression, läßt trotz konstitutiver Stat5‐Aktivität eine 
verminderte  transkriptionelle  Aktivität  von  Stat5  gegenüber  der  K562‐Zelllinie  vermuten. 
Obwohl  natürlich  nicht  ausgeschlossen  werden  kann,  dass  Stat5  in  HEL‐Zellen  aktiv  an  der    
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Transkription  einer  Vielzahl  weiterer,  für  die  Überlebensfähigkeit  dieser  Zelllinie  essentieller, 
Gene  beteiligt  ist,  ließen  die  PCR‐Analysen  in  Kombination  mit  zuvor  gezeigten  Viabilitäts‐
Analysen vermuten, dass  Stat5A‐  und  Stat5B, neben der Aktivität als Transkriptionsfaktoren, 
zusätzliche überlebenswichtige Aufgaben übernehmen. Um diese These zu überprüfen wurden 
weitere  Knockdown‐Experimente  mit  Leukämie‐  sowie  verschiedenen  soliden  Tumorzelllinien 
durchgeführt,  welche  über  keine  bzw.  eine  geringe  Präsenz  aktiver,  Tyrosin‐phosphorylierter 
Stat5‐Dimere verfügen.  
3.1.2.2.2  STAT5‐KNOCKDOWN IN KU812 & KASUMI‐1 ZELLEN 
Für  einen  zusätzlichen  Vergleich  des  Einflusses  von  Stat5‐Expression  und  Aktivierung  in 
unterschiedlichen  Leukämieformen,  wurde  in  den  Bcr‐Abl  exprimierenden  Ku812  CML‐Zellen 
und  den  AML1‐ETO  exprimierenden  Kasumi‐1  AML(M2)‐Zellen  ein  Stat5‐Knockdown 
durchgeführt. Wie zuvor bereits erwähnt konnte bislang kein direkter Zusammenhang zwischen 
einer  Expression  des  AML‐assoziierten  AML1‐ETO  Fusionsproteins  und  einer  Erhöhung  bzw. 
konstitutiven Aktivierung von STAT5 belegt werden. Dementsprechend wiesen Kasumi‐1 Zellen, 
im Gegensatz zu Ku812‐Zellen, eine kaum detektierbare Stat5‐Aktivierung auf (siehe Abb. 3‐2). 





Zellen  führte.  Wie  zuvor  bei  den  K562‐  und  HEL‐Zellen  verdeutlichte  auch  die  Messung  des 
Anteils  GFP‐positiver  Zellen  und  des  MFI‐Wertes  der  infizierten  Zellpopulation,  über  einen 






























durchgeführt.  Aufgrund  der  Identifizierung  basaler  Stat5‐Phosphorylierung  (siehe  Abb.  3‐4), 
wurden die Effekte einer Stat5 Inhibierung zunächst anhand der epidermalen Karzinomzelllinie 
A431 und der PC‐3 Prostatakarzinomzelllinie analysiert. Mikroskopische Beobachtungen und die 
erneute  Messung  zellulärer  Viabilität,  mit  Hilfe  des  XTT‐Assays,  offenbarten  auch  in  diesen 
beiden  Tumorzelllinien  eine  Abhängigkeit  von  der  Stat5‐Expression,  da  eine 
Herrunterregulierung  durch  RNA‐Interferenz  ebenfalls  in  einem  Wachstumsstopp  und  einem 
Verlust der Überlebensfähigkeit resultierte. Die Effekte fielen, wie im Falle der PC‐3 Zellen, dabei 
teilweise so drastisch aus, dass es schwierig war Gesamtzellextrakte mit ausreichend Protein für 































Normalzustand,  auffälligen  Anstieg  der  Stat5‐Phosphorylierung  innerhalb  der  überlebenden 
Zellpopulation.  Diese  Beobachtung  läßt  auf  einen  Liganden‐unabhängigen  Mechanismus  der 
Stat5‐Aktivierung in A431‐Zellen unter Stressbedingungen schließen. Erneut wurde zusätzlich die 
Expression des Stat3‐Proteins im Western Blot überprüft. In Relation zu der Bandendicke der β‐
Tubulin  Ladekontrolle  ließ  sich  erkennen,  dass  die  Stat3‐Expression  nicht  durch  die  Stat5‐




ohne  dem  Einsetzen  einer  Erholungsphase  bzw.  dem  Auswachsen  einer  überlebenden 
Zellpopulation nach 3 Wochen. Dass die Inhibierung der Stat5‐Expression neben der Reduktion 
von Viabilität und Wachstum auch die Morphologie von Zellen wesentlich beeinflusst, konnte 
anhand  von  Phasenkontrast‐  und  Fluoreszenzaufnahmen  dieser  beiden  adhärenten 
Tumorzelllinien belegt werden (siehe Abb. 3‐15B). Während die Transduktion der Kontrollen 
(LeGO‐G, LeGO‐C‐Kontroll shRNA) keinen erkennbaren Einfluss auf die Morphologie der Zellen 




Brusttumoren,  wurde  weiterhin  ein  viraler  Transfer  Stat5‐gerichteter  shRNA  in  die  T‐47D 
Mammakarzinomzelllinie  sowie  in  die  kolorektale  Karzinomzelllinie  HCT116  durchgeführt. 
HCT116‐Zelllysate wiesen, bei einer Beladung des Polyacrylamid‐Gels mit 20 µg Protein, eine 


























zwischen  der  Inhibierung  der  Stat5‐Expression  und  dem  Verlust  der  Überlebensfähigkeit 
sämtlich getester leukämischer und solider Tumorzelllinien, wobei die beobachteten Effekte nur  
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bedingt  von  der  Intensität  zellulärer  Stat5‐Expression  und ‐ Aktivierung  abhängig  schienen. 




darauf  hin,  dass  Stat5‐Proteine  neben  ihrer  transkriptionellen  Aktivität  weitere  essentielle 
Funktionen in der Zelle ausüben, welche in der Summe zu einer Abhängigkeit in den analysierten 
Tumorzelllinien  führen.  Zusammenfassend  verdeutlichten  die  Knockdown  Ergebnisse  den 
Einfluss der Expression und Aktivität von Stat5 auf die Überlebensfähigkeit humaner Tumore und 










einer  randomisierten  12mer  Peptidaptamer‐Expressionsbibliothek  (Peptidaptamer‐„Library“) 
erfolgte über einen Protein‐Interaktions‐Screen mit dem Hefe‐Zwei‐Hybrid System (siehe Kap. 
2.2.2),  wodurch  Protein‐Interaktionen  unter  intrazellulären  Bedingungen  detektiert  werden 















3.  Klonierung  der  Oligonukleotid‐Library  in  das  katalytische  Zentrum  des  humanen 




6.  Isolation  der  Vektoren  positiv  selektionierter  Hefe‐Klone  &  DNA‐Sequenzierung  des 
Prey‐Konstrukts 
7.  Validierung  der  Proteininteraktion  identifizierter  Peptidaptamer‐Sequenzen  mit  der 
Stat5‐Zielstruktur durch Hefe‐Zwei‐Hybrid Protein‐Interaktionsassays  
 































besaß  eine  Gesamtkomplexität  von  3  x  10
15  möglichen  Sequenzen.  Die  Oligonukleotid‐



















                5 µl Pwo‐Polymerase 
            10 µl  Reaktionspuffer [10x] 
                5 µl  dNTP’s (10 mM) 








Library  als  einzelsträngige  Oligonukleotide  synthetisiert  werden,  so  würde  eine 
Zweitstrangsynthese mit zwei, entsprechend der Restriktionsenden, separaten Primern zu einer 







Wie  einleitend  bereits  erwähnt  handelt  es  sich  bei  Peptidaptameren  um  modifizierte 
Proteinkonstrukte,  welche  sich,  vergleichbar  mit  der  Struktur  eines  Antikörpers,  aus  einer 
variablen Target‐spezifischen Peptidaptamer‐Sequenz, mit einer Länge von 10‐20 Aminosäuren, 






und  ermöglicht  dadurch  eine  optimale  Präsentation  der  Target‐spezifischen  Peptidaptamer‐
Sequenz  in  starrer  Konformation  (siehe  Kap.  1.4).  Für  eine  Anwendung  in  dem  zellulären 
Background  humaner  Tumorzelllinien  sowie  für  einen  möglichen  therapeutischen  Einsatz  im 
Menschen,  ist  das  humane  Thioredoxin  (hTRX)  eingesetzt  worden.  Für  die  Klonierung  der 
Library‐Vektoren  wurde  daher  zunächst  hTRX  in  den  pGADT7  Prey‐Expressionsvektor 
[Matchmaker™  GAL4  Two‐Hybrid  System  3,  Clontech],  als  Fusionsprotein  mit  der  Gal4‐AD  
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kloniert. Im Anschluss erfolgte die Klonierung der doppelsträngigen Oligonukleotid‐Library in das 
katalytische  Zentrum  von  hTRX,  wodurch  zudem  die  enzymatische  Aktivität  von  Thioredoxin 





Restriktionsschnittstelle  sowie  drei  weitere  Cystein‐Reste  im  C‐terminalen  Teil  des  Proteins 
durch Serine ersetzt [nicht Teil dieser Arbeit, (Borghouts et al., 2008a)]. Für die Integration der 
randomisierten  Peptidaptamer‐Sequenzen  wurde  eine  ApaI  –  SmaI  Linkersequenz  im 
katalytischen Zentrum von hTRX eingebaut. Die Restriktionsschnittstellen wurden aufgrund ihrer 
Glycin‐Prolin Kodierung gewählt, da sich die Kombination dieser Aminosäuren positiv auf eine 
strukturelle  Ausstülpung  der  integrierten  Peptidaptamer‐Sequenzen,  zur  Verbesserung  einer 
Interaktion mit dem Target‐Protein, auswirkt (Borghouts et al., 2008a). Durch die Klonierung der 
Library‐Oligonukleotide über zwei separate, nicht kompatible Restriktionsschnittstellen wurde 
eine  monodirektionale  Integration  der  Peptidaptamer  kodierenden  Oligonukleotide  in  der 
gewünschten  NNK‐Reihenfolge  sichergestellt.  Eine  Klonierung  über  zwei  kompatible 




Der  ApaI/SmaI  Restriktionsverdau  der  Oligonukleotid‐Library  wurde  über  Nacht  bei  25°C 
durchgeführt  (ApaI/SmaI ‐  Temperaturoptimum).  Anschließend  erfolgte  eine  erneute 





                    1 µl  ApaI‐Restriktionsendonuklease [20U] 
                    1 µl  SmaI‐Restriktionsendonuklease [20U] 
        4 µl    NEB4‐Reaktionspuffer [10x] 
              0,4 µl   BSA [100x] 



















linearisierten  Prey‐Expressionsvektor  erfolgte  mit  einem  Vektor:Insert  Mengenverhältnis  von 
1:10. Nach erneuter Aufreinigung wurde die Ligationseffizienz der klonierten Library‐Vektoren 
überprüft.  Dafür  wurden  10  ng  der  Vektoren  in  E.coli  transformiert,  die  Plasmide  aus  50 
Kolonien isoliert und über einen Restriktions‐Testverdau, sowie anschließender Sequenzanalyse, 






















Um  ausreichend  DNA‐Ausgangsmaterial  für  den  anschließenden  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Screen  zu 
erhalten, wurden die Library‐Vektoren in Top10F‘ E.coli transformiert und amplifiziert. Dabei 
sollte  die  Anzahl  verschiedener  amplifizierter  Library‐Vektoren  möglichst  groß  sein,  um  eine 
hohe  Varianz  zu  testender  Protein‐Interaktionspartner  im  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Screen  zu 
gewährleisten.  Hierfür wurden nach erfolgter Transformation ca. 2 x 10
7 E.coli Kolonien auf 300‐
400  großen  LBAMP  Agarplatten  (145  mm  Ø  runde  &  144cm
2  quadratische  Petrischalen) 
ausgestrichen. Die Herstellung der chemokompetenten Top10F‘ E.coli (siehe Kap. 2.2.1.1) sowie 
das  Gießen  der  LBAMP  Agarplatten  erfolgten  frisch  vor  der  Transformation.  Um  eine 
Gleichverteilung  der  Amplifikation  zu  gewährleisten  sollten  Einzelkolonien  herangezogen 
werden,  welche  andere  Kolonien  nicht  überlagern  und  deren  Wachstum  behindern.  Daher 
erfolgte zunächst eine Bestimmung des optimalen Verhältnisses aus Library‐Vektor Menge und 
dem Volumen an Bakterienlösung, welche im Transformationsansatz eingesetzt wurden, unter 
Einbeziehung  der  zuvor  ermittelten  Transformationseffizienz.  So  wurden  für  100  LBAMP 
Agarplatten  1 µg Library‐Vektoren transformiert. Hierfür wurden 10 Transformationsansätze mit 
je 100 ng Library‐Vektoren und 100 µl E.coli‐Lösung angefertigt. Nach erfolgter Transformation 








theoretisch  aus  2  x  10











unter  Kap.  2.2.2  einleitend  bereits  erwähnt,  wurde  für  den  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Screen  der  S. 
cerevisiae Stamm KF1 verwendet, welcher über Reportergene für die Biosynthese von Histidin, 
Adenin und Uracil (HIS3, ADE2, URA3), sowie einem LacZ‐Reporter verfügt (Butz et al., 2000; 
James  et  al.,  1996).  Die  über  cis‐regulatorische  Elemente  bestimmte  Promotorstärke  der 
einzelnen  Reportergene  bietet  die  Möglichkeit  Protein‐Protein‐Wechselwirkungen 
unterschiedlicher  Stärke  zu  identifizieren.  So  wird  das  HIS3‐Gen  durch  einen  relativ  starken 
Promotor,  mit  vier  Gal4‐UAS  Elementen  („upstream  activating  sequences“),  kontrolliert, 
wodurch  eine  schwache  und  kurzlebige  transkriptionelle  Aktivität  von  Gal4,  als  Resultat 
schwächerer  und  kurzlebigerer  Protein‐Wechselwirkungen,  bereits  zur  Expression  führt.  Das 
ADE2‐Gen  wird  nur  durch  zwei  Gal4‐UAS  Elemente  reguliert,  wodurch  stärkere  Protein‐
Wechselwirkungen für eine ausreichende Expression benötigt werden, welche ein Überleben 
von  Hefen  auf  Adenin‐Selektionsmedium  ermöglicht.  Die  Selektion  stärkster  Protein‐
Interaktionen  bietet  jedoch  der  schwache  Promotor  des  URA3‐Gens,  welcher  mit  einem 
„Silencer“  ein  negativ‐regulatorisches  Element  beinhaltet.  Nur  durch  die  erhöhte  Ausbildung 
aktiv  transkribierender  Gal4‐Komplexe,  vermittelt  durch  eine  starke  und  langlebige 
Proteininteraktion,  kann  eine  ausreichende  Menge  an  Uracil,  zum  Überleben  auf 
Selektivmedium, synthetisiert werden. Die KF1‐Hefe wurde seriell, zunächst mit dem jeweiligen 
Bait‐Expressionsvektor und nach anschließendem Heranziehen einer 1 L Hefekultur mit 500 µg 
pGADT7‐hTRX‐(NNK)12‐Libraryvektoren  pro  Screen  transformiert.  Ziel  der  Arbeit  war  die 


















Stat5A‐Proteins  aufwies  (siehe  Abb.  3‐21B).  Dieser  Interaktion  entsprechend  wurde  das  
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Peptidaptamer‐Konstrukt als S5‐DBD‐PA (Stat5‐DNA‐Bindedomäne spezifisches Peptidaptamer) 
bezeichnet.  Weitere  identifizierte  Peptidaptamer‐Sequenzen  wurden  aufgrund  geringer 























Über  die  Expression  der  verschiedenen  Reportergene  lassen  sich  mit  dem  Hefe‐Zwei‐Hybrid 
System einfach und schnell quantitative Aussagen über die Intensität einer Protein‐Interaktion 
unter intrazellulären Bedingungen treffen. Nach Transformation der Expressionsvektoren für das 
Gal4‐DBD/hStat5A‐DBD  Bait‐  und  des  Gal4‐AD/S5‐DBD‐PA  Prey‐Fusionskonstruktes  in  KF1‐
Hefezellen,  wurde  zunächst  der  Hefe‐Zwei‐Hybrid  Tropfplattentest  durchgeführt  (siehe  Kap. 
2.2.2.3.3).  Gemessen  anhand  des  Wachstums  seriell  verdünnter  KF1‐Hefe  auf  allen  4  SD‐
Selektionsmedien, wies die Interaktion zwischen S5‐DBD‐PA und der Stat5A‐DBD, im Vergleich 
mit der p53 + LargeT Positivkontrolle, eine nahezu identisch hohe Stärke auf (siehe Abb. 3‐22A). 
Die  starke  Interaktion  zwischen  dem  p53‐Tumorsuppressorprotein  und  dem  SV40  LargeT 
Antigen  wurde  bereits  vor  20  Jahren  mit  dem  Hefe‐Zwei‐Hybrid  System  analysiert  und  wird 
seitdem  routinemäßig  als  Positivkontrolle  für  Interaktions‐Assays  und  Zwei‐Hybrid  Verfahren 
eingesetzt  (Li  &  Fields,  1993).  S5‐DBD‐PA  wies  keinerlei  Spezifität  gegen  die 
Dimerisierungsdomänen (SH2/TA‐Fragment) des humanen Stat5A und Stat3 Proteins auf, zeigte 
allerdings eine gewisse Affinität gegenüber der DNA‐Bindedomäne von Stat3, welche ausreichte 
um  unverdünnte  KF1‐Hefe  auf  Adenin‐Mangelmedium  wachsen  zu  lassen.  Hierbei  sei  zu 
erwähnen, dass die DNA‐Bindedomäne von Stat5A und Stat3 eine Sequenzhomologie von 42% 
aufweisen  (ermittelt  mit  NCBI‐BLAST®).  Die  Aminosäuresequenz  der  DNA‐Bindedomäne  der 
humanen Stat5A und Stat5B Isoformen ist zu 97% identisch, weshalb von einer vergleichbaren 
Spezifität  des  Peptidaptamers  gegenüber  Stat5B  ausgegangen  werden  kann.  Die 
Autoaktivierungskontrolle ließ zudem eine leichte Affinität von S5‐DBD‐PA gegenüber der reinen 
Gal4‐DBD erkennen, welche jedoch marginal bzw. vernachlässigbar im Vergleich zu der hohen 









































wesentlich  zu  einer  vereinfachten  Herstellung  des  Proteins  bei.  Thioredoxin  erfüllt  dieses 
essentielle  Kriterium  eines  geeigneten  Scaffold‐Proteins  in  Bakterien,  jedoch  war  eine 
Substitution  von  Cystein‐Resten  für  die  Aufreinigung  des  Peptidaptamer‐Konstrukts  als 
monomeres  Protein  unumgänglich.  Aufgrund  stattfindender  Aggregationen  über  Disulfid‐
Interaktion  und  der  daraus  resultierenden  Formierung  biologisch‐  bzw.  funktionell‐inaktiver, 
Proteinaggregate  während  des  Aufreinigungsprozesses,  wurden  die  Cystein‐Reste  im 
katalytischen  Zentrum  des  hTRX‐Scaffolds  (Cys
32  und  Cys





Diese  Modifikation  des  hTRX‐Scaffolds  führte,  aufgrund  der  Stabilisierung  monomerer 








über  Nickel‐Chelat‐Affinitätschromatographie  optimierte  pET‐30a(+)  Vektor  ermöglicht  die 
Addition  von  zwei  Histidin‐Tags  (6xHis),  sowohl  N‐  als  auch  C‐terminal  des  rekombinant  zu 
exprimierenden Transgens. Zudem verfügt der Vektor über einen starken IPTG‐induzierbaren T7‐
Promotor  für  eine  erhöhte  rekombinante  Expression  (siehe  Kap.  2.2.4.1).  Die  Transgen‐
Expression im pFLAG‐2 Vektor wird über den tac‐Hybridpromotor, bestehend aus den ‐35 und ‐
10 Promotorelementen des starken trp‐ bzw. lac‐Promotors, reguliert. Der tac‐Promotor lässt 
sich  ebenfalls  über  IPTG,  in  Folge  der  Dissoziation  des  LacI‐Repressors,  induzieren  und 
ermöglicht  eine  effiziente  Überexpression  des  rekombinanten  Proteins.  Über  den  pFLAG‐2 


















des  über  den  pFLAG‐2  Vektor  aufgereinigten  Proteins,  womöglich  aufgrund  erhöhter  NLS‐
vermittelter  nukleärer  Translokation,  aufzeigte  (Ergebnisse  nicht  dargestellt)  und  zudem  der 
Flag‐Tag eine effiziente Detektion und erhöhte Anwendbarkeit des Proteins ermöglichte, wurden 
alle nachfolgend aufgeführten Experimente mit dieser Variante des S5‐DBD‐PA Peptidaptamers 
durchgeführt  (siehe  Abb.  3‐24A).  Unter  Verwendung  des  speziell  für  die  rekombinante 
Expression  eukaryotischer  Proteine  optimierten  E.coli‐Stamms  BL21
+  (siehe  Kap.  2.1.10  & 
2.2.4.1), wurde das 21 kDa große S5‐DBD‐PA Protein, nach IPTG‐Induktion und Bakterienlyse 
unter  denaturierenden  Bedingungen,  über  die  Interaktion  des  Histidin‐Tags  mit  Ni
2+‐Ionen 
(Nickel‐Chelat‐Affinitätschromatographie)  einer  beladenen  FPLC‐Säule  („Fast  Protein  Liquid 
Chromatography“),  in  einem  FPLC‐System  [Äkta
TM‐GE  Healthcare]  aufgereinigt.  Unter 
Anwendung der Dialyse, wurde S5‐DBD‐PA im Anschluss rückgefaltet (siehe Abb. 3‐24B). Die 
Stabilität  monomerer  S5‐DBD‐PA‐Proteine  in  Lösung  stellte  das  Qualitätskriterium  bzw.  die 
Grundlage  für  eine  weitere  Verwendung  der  rekombinant  hergestellten  Proteine  in 
Zellkulturexperimenten  dar.  Sowohl  die  einzelnen  Elutionsfraktionen,  als  auch  die  nach  der 




Cystein‐freien  Scaffold  und  einer  Cystein‐freien  Target‐spezifischen  12mer  Peptidaptamer‐
Sequenz, als stabiles Monomer in Lösung verhält. Weder die Beladung des Gels mit S5‐DBD‐PA in 
einem reduzierenden Puffer noch in einem nicht‐reduzierenden Puffer führte zu der Formierung 
sichtbarer  Multimere  (siehe  Abb.  3‐24C).  Nichtsdestotrotz  wurden  in  der  Folge  gefrorene 
Aliquots  nach  dem  Auftauen  stets  abzentrifugiert,  um  eventuell  auftretende  Aggregationen 
während  des  Frier‐  und  Tauprozesses  abzutrennen,  um  dadurch,  nach  Messung  der 



































In  der  Folge  galt  es  die  Effekte  einer  Interferenz  von  S5‐DBD‐PA  mit  der  DBD  von  Stat5, 
hinsichtlich  bestimmter  Aspekte  wie  Veränderungen  zellulärer  Viabilität  Stat5‐abhängiger 
Tumorzelllinien oder Veränderungen der transkriptionellen Aktivität von Stat5 zu analysieren. 
Vor  der  Applikation  des  S5‐DBD‐PA  Peptidaptamers  als  rekombinantes,  zellpenetrierendes 
Protein (Proteintransduktion), erfolgte zunächst eine Validierung der Effekte einer endogenen 







Wie  zuvor  die  Stat5‐gerichtete  shRNA,  wurde  auch  das  S5‐DBD‐PA  Transgen  über  VSV‐G 
pseudotypisierte  Lentiviren  mit  SIN‐Konfiguration  stabil  ins  Genom  der  Zielzellen  integriert 
(siehe Kap. 2.2.3.3). Als Transfervektor wurde dafür der pSiEW‐Vektor verwendet („SFFV‐IRES‐
eGFP‐WPRE“), welcher als HIV‐1 Transfervektor ebenfalls wie der pLeGO‐G Vektor aus dem HIV‐
1  Genom  (ψ,  LTRs,  cPPT,  RRE)  abgeleitet  wurde.  Im  pSiEW  Vektor  wird  jedoch  sowohl  die 
Expression des Transgens als auch des eGFP‐Fluoreszenzreporters gemeinsam über den starken 
SFFV‐Promotor  („spleen  focus  forming  virus“)  gesteuert,  wobei  eine  stabile  eGFP‐Expression 
dabei  über  ein  vorgeschaltetes  IRES‐Element  („internal  ribosomal  entry  site“)  sicher  gestellt 
wird. Über den Einbau eines mRNA‐stabilisierenden WPRE‐Elements („woodchuck hepatitis virus 
posttranscriptional  regulatory  element“),  ist  der  pSiEW‐Vektor  zusätzlich  für  eine  effiziente 
Transgen‐Expression optimiert. Neben dem S5‐DBD‐PA‐Peptidaptamer‐Konstrukt erfolgte dabei 
eine  Klonierung  des  hTRXΔcys5‐Scaffoldprotein‐Konstruktes  ohne  Stat5‐DBD‐spezifische 
Peptidaptamer‐Sequenz, dessen Expression in nachfolgenden Experimenten als Negativkontrolle 
diente  (siehe  Abb.  3‐25).  Anstelle  der  12mer  Peptidaptamer‐Sequenz  lag  im  katalytischen 





























Um  die  in  Hefezellen  identifizierte  Interaktion  zwischen  S5‐DBD‐PA  und  der  Stat5‐DBD  in 















Für  eine  Visualisierung  der  intrazellulären  Verteilung  des  endogen  exprimiertem  S5‐DBD‐PA 
Peptidaptamers,  wurden  SiEW‐transduzierte  K562‐Zellen  zusätzlich  durch  konfokale  Laser‐
Scanning‐Mikroskopie,  nach  Immunfluoreszenzfärbung,  analysiert.  Die  Analyse  ergab  eine 






















durch  einen  geringen  zytoplasmatischen  Anteil  auszeichnen,  welcher  sich  durch 
Fluoreszenzmikroskopie  vom  Nukleus  kaum  abtrennbar  erkennen  lässt.  Inwiefern  die 
detektierten  Areale  angereicherten  S5‐DBD‐PA  Proteins  das  Zytoplasma  oder  den  Zellkern 
betrafen,  ließ  sich  daher  nicht  bestimmen.  Bei  genauerer  Betrachtung  einzelner  Zellen  war 
jedoch  eine  Korrelation  zwischen  S5‐DBD‐PA‐  und  Stat5‐Färbung  erkennbar,  was  auf  eine 
intrazelluläre  Co‐Lokalisation  beider  Proteine  schließen  ließ  (siehe  Abb.  3‐27B).  Im  Vergleich 






Potential  von  S5‐DBD‐PA,  in  Bezug  auf  eine  Inhibierung  der  Aktivität  von  Stat5  als 
Transkriptionsfaktor,  zu  analysieren.  Aufgrund  der  spezifischen  Interferenz  des  S5‐DBD‐PA 
Peptidaptamer‐Konstruktes mit der Stat5‐DBD, konnte von einer kompetitiven Hemmung der 
Interaktion  von  Stat5  mit  der  DNA,  in  Folge  einer  Blockierung  essentieller  GAS‐Element 
Bindungs‐ und Erkennungsstellen, ausgegangen werden (siehe Abb. 3‐28A). Die Validierung der 
Stat5‐DNA‐Bindeaktivität nach lentiviralem Transfer des S5‐DBD‐PA Peptidaptamer‐Konstruktes 





und  hTRX  Scaffold‐Kontrollproteins,  ohne  eine  erkennbare  Beeinflussung  zellulärer  Viabilität, 
über  mehrere  Wochen  erzielt  werden  (Daten  nicht  gezeigt).  Zehn  Tage  nach  der 
Virustransduktion wurde Stat5 in den Zellen über Prl (100 ng/ml) induziert und die angefertigten 
Zelllysate  für  den  Gelshift‐Assay  verwendet.  Für  die  Stat5‐DNA‐Interaktionsstudie  wurde  ein 
Enhancer‐Element  des β ‐ Casein‐Promotors,  welches  sowohl  von  Stat5A‐  und  Stat5B‐
Homodimeren als auch von Stat5A/B‐Heterodimeren gebunden werden kann (Soldaini et al., 
2000), als Oligonukleotid (siehe Kap. 2.1.7.5) eingesetzt. im Vergleich zu den Kontrollen, ergab 





















Vergleich  Bcr‐Abl  exprimierender  K562‐  und  Jak2(V617F)  exprimierender  HEL‐Leukämiezellen 
herangezogen. Wie zuvor nach dem Transfer Stat5‐gerichteter shRNA, ließ auch die lentivirale 
Transduktion  des  Stat5‐interferierenden  S5‐DBD‐PA  Peptidaptamers  gegenläufige  Effekte  im 
Vergleich  beider  Zelllinien  erkennen,  welche  sich  jedoch  tendenziell  mit  den  Resultaten  des 
































Für  eine  Analyse  antiproliferativer  und  Viabilitäts‐inhibierender  Effekte  des  S5‐DBD‐PA 
Peptidaptamers in K562‐ und HEL‐Zellen, wurden erneut XTT‐Messungen und Bestimmungen der 
kumulativen  Zellzahl,  nach  lentiviraler  Transduktion,  herangezogen.  Die  parallel  dazu 
durchgeführten Western‐Blot Analysen ergaben in beiden Zelllinien eine leichte Induktion der 
Stat5‐Tyrosinphosphorylierung  nach  Virusinfektion  bzw.  Integration  des  lentiviralen  SiEW‐














































bis  zu  50  %  und  in  HEL‐Zellen  um  bis  zu  30  %  gegenüber  unbehandelter  Zellen  reduziert, 
während  sich  die  Zellen  als  unbeeinflusst  von  einer  Expression  des  hTRX‐Scaffold‐
Kontrollproteins  erwiesen.  Die  Analyse  des  Wachstumsverhaltens  ergab  im  Falle  beider 
Zelllinien, trotz der zuvor ermittelten Unterschiede in Zellviabilität und Expression mitogener 







nach  viraler  S5‐DBD‐PA  Transduktion  vermuten.  Als  ein  ausschlaggebender  und  leicht  zu 
analysierender  Marker  wurde  hierfür  zunächst  die  eGFP‐Reporterexpression  über  einen 
längeren Zeitraum beobachtet und dokumentiert. In der Folge sind die Ergebnisse von sechs 
unabhängigen Versuchsreihen mit K562‐ und HEL‐Zellen zusammengefasst. Die SiEW‐Infektion 
beider  Zelllinien  mit  einer  MOI  =  50  ergab  im  Schnitt  Transduktionseffizienzen  von  80‐90% 
transduzierter  Zellen  innerhalb  einer  definierten  Zellmenge.  Im  Gegensatz  zu  dem  zuvor 
durchgeführten Stat5‐Knockdown über shRNA‐kodierende Lentiviren reduzierte sich die Anzahl 






























Zellpopulation  erkennen  ließ.  Nichtsdestotrotz  konnte  im  Falle  beider  Zelllinien  von  einer 
stabilen S5‐DBD‐PA Expression in ca. 70% der Zellen auch nach 9 Wochen ausgegangen werden, 









(Moreno‐Carranza  et  al.,  2009)  und  sich  mit  einer  erhöhten  GFP‐Translation,  in  Folge  einer 















Apoptose‐induzierenden  Effekt  von  S5‐DBD‐PA,  in  Abhängigkeit  von  der  Intensität  der 
Expression nach Virustransduktion hin.  
Diese  Vermutung  konnte  nach  Analyse  der  Apoptose‐Induktion  durch  AnnexinV/7‐AAD 





















über  FACS‐Sortierung,  hinsichtlich  erhöhter  GFP‐Expression,  selektioniert.  Die  anschließende 
XTT‐Messung offenbarte in beiden Zelllinien generell einen stressinduzierenden und Vitalitäts‐
beeinflussenden Effekt des FACS‐Sortierungsprozesses. Innerhalb von drei bis vier Tagen nach 
der  Zellsortierung  verringerten  sich  die  gemessenen  XTT‐Werte  um  bis  zu  50%  gegenüber 
unbehandelter  Zellen  (siehe  Abb.  3‐33A).  In  etwa  zwischen  dem  7.  und  10.  Tag  nach  der 






























eingesetzt  werden  kann,  wurde  in  einem  abschließenden  Versuch  der  in  K562‐Zellen 
beobachtete antiproliferative und Apoptose‐induzierende Effekt von S5‐DBD‐PA in Kombination 
mit  einer  Imatinib  (Imatinib‐Mesylate,  Gleevec,  STI571)  Behandlung  analysiert.  Dieser 
niedermolekulare Tyrosinkinase‐Inhibitor wurde Ende der 90er Jahre zur Anwendung gegen Bcr‐
Abl identifiziert und entwickelt. Zusätzlich zu seiner hohen Effizienz zeichnet sich Imatinib durch 








Die  Analyse  der  Stat5‐Tyrosinphosphorylierung  im  Western  Blot,  fünf  Tage  nach  Imatinib‐
Behandlung,  zeigte  eine  deutliche  Reduktion  in  K562‐Zellen  (siehe  Abb.  3‐34).  In  HEL‐Zellen 
erwies  sich  die  Stat5‐Phosphorylierung  und  somit  auch  die  Kinase‐Aktivität  der  Jak2(V617F)‐
Mutante,  wie  zuvor  bereits  publiziert  (Walz  et  al.,  2006),  von  einer  Imatinib‐Behandlung 
unbeeinflusst.  Zusätzlich  konnte  in  K562‐Zellen  erneut  eine  leichte  Reduktion  der  Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung nach S5‐DBD‐PA Expression festgestellt werden, was in Kombination 














Als  Folge  der  Reduktion  der  Stat5‐Phosphorylierung,  durch  Bcr‐Abl‐Inhibierung,  war  eine 
drastische Abnahme der K562‐Zellviabilität und ‐proliferation, vergleichbar mit den Effekten des 
Stat5‐Knockdown  (siehe  Abb.  3‐8),  um  bis  zu  60‐70%  gegenüber  unbehandleter  Zellen 
erkennbar.  Mit  einer  Inhibierung  der  Zellviabilität  und ‐ proliferation  um  ca.  80%  gegenüber 
unbehandelter  Zellen,  führte  die  S5‐DBD‐PA  Expression  dennoch  zu  einer  Steigerung  der  
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3.3.3.2  INHIBIERUNG  DER  VIABILITÄT  VON  KU812‐ &  KASUMI‐1‐ZELLEN  DURCH  S5‐
DBD‐PA 
Wie zuvor in K562‐Zellen, resultierte eine endogene S5‐DBD‐PA Expression auch in der Bcr‐Abl 
positiven  CML‐Zelllinie  Ku812  in  einer  leichten  Reduktion  der  Stat5‐Phosphorylierung  und 
Proteinmenge,  während  dieser  Effekt  aufgrund  einer  geringen  Stat5‐Expression,  ohne 






S5‐DBD‐PA  transduzierter  Kasumi‐1  Zellen  um  ca.  30‐50  %  gegenüber  unbehandelter  Zellen 
reduziert, ehe sich die Zellen im Anschluss erholten und dem Normalwert annäherten. Anhand 
der Kurvenverläufe ließ sich ein nur minimal zusätzlicher Effekt des Peptidaptamers erkennen. 






12)  exprimierende  Kasumi‐1  Zellen  deutlich  reduzierte  Zellzahlen  gegenüber  der 
unbehandelten Kontrolle (3,28 x 10
15) auf (siehe Abb. 3‐35C). Im Gegensatz dazu war die Zellzahl 




unverändert  exponentiell  fortsetzte.  Dies  deutete  erneut  auf  ein  sterben  stark  S5‐DBD‐PA 
exprimierender Zellen hin, was bei Betrachtung der Anzahl GFP‐exprimierender Zellen und der 
Messung  zugehöriger  MFI‐Werte  unterstrichen  wurde.  In  etwa  ab  dem  10.  Tag  nach 
Transduktion des S5‐DBD‐PA Peptidaptamers war ein konstanter und signifikanter Verlust GFP‐


























der  transduzierten  Kontrollen  unverändert  bei  ca.  90%,  wobei  ein  stetiger  Anstieg  der  GFP‐
Fluoreszenzintensität  hTRX‐  bzw.  Transgen‐exprimierender  Zellen  gegenüber  der  Leervektor‐
Kontrolle  feststellbar  war.  Wie  zuvor  bereits  erwähnt  handelt  es  sich  hierbei  um  ein  häufig 
beobachtetes  Phänomen  einer  über  ein  IRES‐Element  gekoppelten  Transgen‐  und 
Fluoreszenzreporter‐Expression. Dieser MFI‐Anstieg war jedoch nicht im Falle der Transduktion 
von S5‐DBD‐PA in Ku812 Zellen feststellbar, was ebenfalls auf einen Verlust stark transduzierter 
bzw.  verstärkt  S5‐DBD‐PA  exprimierender  Zellen  schließen  ließ.  In  Kasumi‐1‐Zellen  war  die 
Intensität  der  GFP‐Expression,  im  Falle  einer  gekoppelten  hTRX  und  S5‐DBD‐PA  Expression, 
bereits  direkt  nach  der  Transduktion  um  das  vierfache  gegenüber  der  Leervektor‐Kontrolle 
erhöht. Überraschenderweise nahmen die MFI‐Werte S5‐DBD‐PA exprimierender Zellen in etwa 
ab  dem  25.  Tag  dramatisch  ab,  weshalb  ein  verzögerter  Apoptose‐induzierender  Effekt  des 
Peptidaptamers auch in dieser Zelllinie nicht gänzlich ausgeschlossen werden konnte. Inwiefern 






HCT116  kolorektalen  Karzinom‐,  PC‐3  Prostata‐  und  T‐47D  Mammakarzinom‐Zelllinien 




einer  Stat5‐Tyrosinaktivierung  und  somit  einer  Unabhängigkeit  gegenüber  einer 

























PrlR,  innerhalb  weniger  Minuten  nach  Prl‐Inkubation,  über  Jak2‐vermittelte 









Stat5‐Proteine,  ein  markanter  Unterschied  zwischen  S5‐DBD‐PA‐  und  hTRX‐exprimierenden 
Zellen (siehe Abb. 3‐36C). Nach einer 30‐minütigen Prl‐Induktion konnte in T‐47D‐Zellen, welche 




Zellen  wiesen  nach  30‐minütiger  Prl‐Behandlung  jedoch  eine  vorrangige  Lokalisation  sowohl 











bzw.  Stat5A‐Tyrosinphosphorylierung  nach  S5‐DBD‐PA  Expression  erkennen.  Die  hier 
analysierten Zelllysate wurden eine Woche nach der Virusinfektion gewonnen. Die XTT‐Messung 
ergab eine rapide abnehmende Viabilität der PC‐3 Zelllinie ab diesem Zeitpunkt, welche als eine 
mögliche  Folge  der  detektierten  Stat5‐Inhibierung,  zu  diesem  Zeitpunkt,  betrachtet  werden 
konnte,  ehe  sich  die  Zellpopulation  in  etwa  ab  dem  10.  Tag,  womöglich  in  Folge  eines 
Herauswachsens nicht bzw. schwach S5‐DBD‐PA exprimierender Zellen, wieder leicht erholte. 






AML‐Zelllinien  HEL  und  Kasumi‐1  wies  sich  eine  S5‐DBD‐PA  Expression  innerhalb  der  ersten 
Wochen  minimal  auf  die  Überlebensfähigkeit  der  Zellen  aus.  Die  durchgeführten  GFP‐
Expressionsanalysen  deuteten  jedoch  auf  eine  mögliche  Beeinflussung  nach  anhaltender  
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Expression  über  einen  längeren  Zeitraum  hin.  Die  deutlichsten  Wachstums‐  und  Viabilitäts‐
















In  der  Summe  konnte  S5‐DBD‐PA  somit  ein  vielversprechendes  therapeutisches  Potential 








Konstrukt,  nach  IPTG‐Induktion  in  E.coli,  in  ausreichend  großen  Mengen  rekombinant 
exprimieren und über den Histidin‐Tag, durch Nickel‐Chelat‐Affinitätschromatographie, in einem 
FPLC‐System effizient aufreinigen. Die Verwendung des optimierten hTRX‐Scaffoldproteins, ohne 
Cysteinreste,  verhinderte  zudem  eine  Aggregation  während  und  nach  der  Dialyse  und 





















aufgenommener  Proteine  zu  gewährleisten.  Nach  zweistündiger  Inkubation  waren  sowohl  in 
K562‐  als  auch  HEL‐Zellen  Proteinbanden  beider  Konstrukte  und  in  beiden  verwendeten 
Konzentrationen deutlich erkennbar, welche auch mit fortschreitender Inkubationsdauer in ihrer 
Intensität größtenteils unverändert blieben. Eine Ausnahme bildete hierbei die Inkubation von 
K562‐Zellen  mit  den  Konstrukten  in  der  Konzentration  1µM.  Hier  war  mit  fortschreitender 
Dauer, vor allem im Falle des S5‐DBD‐PA Proteins, eine deutliche Abnahme der Bandenintensität 



































Proteine  konnten  mit  fortschreitender  Inkubationsdauer  ebenfalls  wesentliche  Unterschiede 
zwischen beiden Zelllinien festgestellt werden. In K562‐Zellen führte die S5‐DBD‐PA Inkubation 
zu einer deutlichen Reduktion der Menge aktivierter Stat5‐Proteine, welche im Falle der 1 µM 
Inkubation  mit  der  Abnahme  des  S5‐DBD‐PA  Proteins  korrelierte.  Die  Stat5‐
Gesamtproteinmenge schien dabei ebenfalls, im Falle einer 1µM Inkubation  nach 10 h und im 
Falle einer 2µM Inkubation über nahezu die gesamte Dauer, leicht reduziert. Im Gegensatz dazu 
wiesen  HEL‐Zellen  nur  leichte  Reduktionen  tyrosinphosphorylierten  Stat5‐Proteins  nach  10‐
stündiger  Inkubation  auf.  Für  eine  zusätzliche  Dokumentation  der  hTRX‐  und  S5‐DBD‐PA‐ 
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Proteintransduktion wurden die Konstrukte nach 4‐stündiger Inkubation in K562‐Zellen durch 
Immunfluoreszenzfärbung  visualisisert  und  mit  einem  konfokalen  Laser‐Scanning‐Mikroskop 
ausgewertet. S5‐DBD‐PA und hTRX ließen sich hierbei, wie auch Stat5, über die gesamte Zelle 
verteilt  detektieren,  wobei  sich  zytoplasmatische  und  nukleäre  Bereiche  dieser  CML‐Zelllinie 
erneut  nicht  klar  unterscheiden  ließen  (siehe  Abb.  3‐38B).  Im  Gegensatz  zu  dem  hTRX‐
Kontrollkonstrukt  trat  S5‐DBD‐PA  dabei  zum  Teil  akkumuliert  auf,  wobei  diese  Areale  mit 
akkumulierten Stat5‐Proteinen korrelierten und auf eine Co‐Lokalisation hindeuteten. hTRX war 




mit  einer  NLS‐Domäne  fusionierten  Protein‐Konstrukte  genauer  zu  untersuchen,  wurden 
fraktionierte Lysate von Bcr‐Abl exprimierenden K562‐ und Jak2(V617F) exprimierenden HEL‐
Zellen nach 5‐stündiger Inkubation mit den rekombinanten Proteinen (Endkonzentration: 2µM) 
sowie  mit  PBS  und  Dialysepuffer,  als  zusätzliche  Kontrolle,  angefertigt.  Der  Dialysepuffer, 
welcher  nach  Abschluss  der  Proteinaufreinigung  aliquotiert  und  bis  zur  experimentellen 
Verwendung  steril  gelagert  wurde,  stellte  dabei  die  S5‐DBD‐PA  und  hTRX  Protein‐
Lösungsmittelkontrolle dar. S5‐DBD‐PA und hTRX ließen sich sowohl in den zytoplasmatischen 







zuvor  durchgeführten  Stat5‐Zielgenanalysen  aufgestellte  Theorie  einer  reduzierten 
transkriptionellen Aktivität von Stat5 in HEL‐Zellen bekräftigte.  
Die  durchgeführten  Experimente  unterstrichen  die  zellpenetrierenden  Eigenschaften  der 
rekombinant hergestellten Protein‐Konstrukte und bestätigten die zuvor, nach viralem Transfer 
beobachteten Effekte einer Stat5‐Phosphotyrosin Inhibierung in K562‐Zellen durch S5‐DBD‐PA. 




































inkubiert.  Nach  jedem  der  drei  Zeitpunkte  konnte  eine  vergleichbare  Menge,  unter 
intrazellulären  Bedingungen  gebundenen,  Stat5‐Proteins  detektiert  werden,  während  die 
Kontrollbehandlung  der  Zellen  mit  2µM  hTRX  über  4  h  keine  deutliche  Stat5‐Interaktion 
erkennen ließ (siehe Abb. 3‐39B). 
Wie  zuvor  nach  viralem  S5‐DBD‐PA  Transfer  erfolgte  die  Bestimmung  einer  Inhibierung  der 
Stat5‐DNA‐Bindeaktivität  mit  dem  Gelshift‐Assay  (EMSA),  unter  Verwendung  von  Lysaten 
Prolaktin induzierter B9‐HeLa‐Zellen und eines radioaktiv markiertem Stat5‐Enhancer Elements 
aus  dem β ‐ Casein  Promotor.  Hierbei  wurden  die  rekombinanten  hTRX‐  und  S5‐DBD‐PA‐
Konstrukte  erneut  entweder  direkt  mit  der  Stat5‐Probe  bzw.  dem  B9‐HeLa  Lysat  in  vitro 
inkubiert  oder  zunächst  in  die  Zellen  transduziert  um  eine  Aktivität  unter  intrazellulären 
Bedingungen  (in  vivo)  nachzuweisen.  Dabei  konnten  deutlich  stärkere  Stat5‐inhibitorische 
Effekte  des  Peptidaptamer‐Konstrukts  unter  in  vitro‐Bedingungen  beobachtet  werden  (siehe 





B9‐HeLa‐Zellen  zeigte  einen  dosisabhängigen,  inhibitorischen  Effekt  des  S5‐DBD‐PA 
Peptidaptamers hinsichtlich der Formierung von Stat5‐DNA‐Komplexen, was die Aktivität dieses 




Dual‐Luziferase‐Reporter  Assay,  unter  Verwendung  eines  Stat5‐regulierten  Luziferase‐
Reporterplasmids (siehe Kap. 2.2.5.2.1 & 2.1.6.3). Hierfür wurden B9‐HeLa‐Zellen sowohl mit 
dem Firefly‐Luziferase exprimierendem Reporterplasmid als auch mit einem Referenzplasmid 
transient  co‐transfiziert.  Über  eine  konstitutive  Renilla‐Luziferase  Expression  ermöglichte  das 
Referenzplasmid eine Einbeziehung von Transfektionseffizienz und Viabilität der Zellen nach der 






































Für  eine  abschließende  Analyse  des  Einflusses  einer  S5‐DBD‐PA  Behandlung  auf  die  Stat5‐
Zielgenexpression, wurde erneut ein Vergleich zwischen K562‐ und HEL‐Zellen herangezogen. 
Die  Zellen  wurden  hierfür  über  drei  Tage,  mit  einer  viermaligen  S5‐DBD‐PA‐  und  hTRX‐
Applikation  (nach  0,  24,  48  und  66  h)  in  der  Konzentration  1µM  und  selbigen  Volumen  an 
Dialysepuffer inkubiert. Wie der virale Transfer von S5‐DBD‐PA und Stat5‐gerichteter shRNA, 













CyclinD1,  fielen  die  Stat5‐inhibitorischen  Effekte  einer  S5‐DBD‐PA  Proteintransduktion,  im 

















Die  durchgeführten  Experimente  unterstrichen  das  Stat5‐inhibitorische  Potential  des 
rekombinanten S5‐DBD‐PA Peptidaptamer‐Konstrukts, weshalb es abschließend zu analysieren 





Für  die  Analyse  eines  Einflusses  des  zellpenetrierenden  Stat5‐Inhibitors  S5‐DBD‐PA  auf  die 
Überlebensfähigkeit von Tumorzellen, wurden alle getesteten Zelllinien über einen Zeitraum von 
fünf  Tagen  mit  drei  verschiedenen  Konzentrationen  des  rekombinanten  Peptidaptamer‐ 
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Konstruktes (0,5; 1 und 1,5 µM) sowie mit dem hTRX‐Scaffold‐Kontrollkonstrukt in der höchsten 
Konzentration  (1,5  µM),  dem  entsprechenden  Volumen  an  Dialysepuffer  als 
Lösungsmittelkontrolle und PBS inkubiert. Dabei wurden die rekombinanten Proteine täglich, in 
Kombination mit einem Mediumwechsel, in den angegeben Konzentrationen frisch appliziert. 





ließen.  Obwohl  in  beiden  Zelllinien  die  S5‐DBD‐PA  Inkubation  dosisabhängig  signifikante 
Reduktionen der Zellviabilität gegenüber PBS‐behandelter Zellen erkennen ließ, fiel der Effekt in 
























nahezu  unbeeinflusst  zeigten.  Dass  dies  nicht  der  Regel  entsprach,  zeigte  in  der  Folge  der 
Vergleich  von  Ku812‐  und  Kasumi‐1‐Zellen.  Nach  Ablauf  des  Analysezeitraums  von  5  Tagen 
wiesen beide Zelllinien, sowohl durch eine tägliche Zugabe von 1,5 µM hTRX, als auch durch 
Zugabe  des  gleichen  Volumens  an  Dialysepuffer  zu  dem  Zellkulturmedium,  um  ca.  30% 




Tumorzellen  untersucht.  Einhergehend  mit  der  zuvor  detektierten  Präsenz  aktivierter  Stat5‐
Proteine (siehe Abb. 3‐4) fielen die Effekte, mit einer dosisabhängig signifikanten Reduktion der 
Zellviabilität, in A431‐ und PC‐3‐Zellen am deutlichsten aus, wobei vor allem die ausschließlich 
















Melanomzellen  anfänglich  auch  von  einer  hTRX‐  und  Dialysepuffer‐Kontrollinkubation 
beeinflusst. Eine interessante Beobachtung dabei war, dass A431‐Zellen in etwa ab dem 3. Tag 
der  Inkubation  eine  zunehmend  eintretende  Toleranz  gegenüber  sämtlichen  Behandlungen 
erkennen  ließen,  was  auf  eine  mögliche  Aktivierung  kompensatorischer  Signalkaskaden,  als 
















Stat5‐DNA‐Bindeaktivität  und  des  Wachstums  der  hier  getesteten  Tumorzelllinien  eine 
mehrheitliche  Korrelation  zwischen  der  Aktivität  des  rekombinant  hergestellten  S5‐DBD‐PA‐











Aufrechterhaltung  eines  homöostatischen  Zustandes,  über  Prozesse  wie  Apoptose  beseitigt 
wird.  Auf  molekularer  Ebene  wird  diese  Balance  durch  Signaltransduktionskaskaden  streng 
reguliert.  Trotz  einer  hohen  Varianz  auslösender  extrazellulärer  Signale  (Zytokine, 
Wachstumsfaktoren,  etc.),  wird  eine  intrazelluläre  Induktion  von  Zellteilungs‐  und 
Differenzierungsprozessen nur durch wenige Signalkaskaden reguliert. Neben Kaskaden wie dem 






sind  (Yu  &  Jove,  2004).  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  eine  gezielte  Inhibierung  von 
deregulierten  Faktoren  Tumor‐assoziierter  Signalkaskaden,  in  Folge  einer  gesteigerten 
Abhängigkeit („oncogene addiction“), einen Proliferationsstopp, gepaart mit einer Induktion der 
Apoptose,  von  Tumorzellen,  nicht  jedoch  von  Zellen  gesunder  Gewebe,  hervorrufen  kann 
(Weinstein & Joe, 2008). Im Gegensatz zu konventionellen Zielstrukturen in der Krebstherapie, 
wie mutierten oder überexprimiert vorliegenden Enzymen oder Membranrezeptoren, besitzen 
Transkriptionsfaktoren  wie  die  Stat‐Proteine  jedoch  nur  bedingt  Wirkstoff‐zugängliche 
Oberflächenstrukturen  (Imming  et  al.,  2006;  Russ  &  Lampel,  2005),  was  vor  allem  die 
Identifikation  und  das  Design  niedermolekularer  Wirkstoffe  erschwert.  Der  Einsatz 
interferierender Proteine und Peptide stellt hierbei einen unumgänglichen Lösungsansatz dar. 
Ohne  eine  strikte  Abhängigkeit  der  Bindungs‐  und  Wirkspezifität  gegenüber  bestimmter 
funktioneller Epitope, wie hydrohphoben Bindetaschen von Enzymdomänen, ermöglichen die 
vielseitigen,  makromolekularen  Strukturen  von  Proteinen  eine  Interaktion  mit  größeren 
Grenzflächen anderer Proteine (Verdine & Walensky, 2007). Im Gegensatz zu einer Inhibierung 
durch  niedermolekulare  Substanzen  ist  die  Toleranz  einer  spezifischen  Protein‐Protein 
Interaktion  gegenüber  punktuellen  Veränderungen  innerhalb  der  Zielstruktur  des 
Targetproteins,  in  Folge  von  Mutationen,  zudem  erhöht.  Durch  den  Einsatz  proteinogener 
Therapeutika wird somit das Risiko einer möglichen Resistenzentwicklung von Tumoren, wie am  
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Beispiel  Imatinib‐resistenter  Leukämien  in  Folge  von  Mutation  der  Bcr‐Abl  Kinasedomäne 
beobachtet  (Soverini  et  al.,  2011;  Vaidya  et  al.,  2011),  gegenüber  dem  Inhibitor  minimiert. 
Neben  Antikörpern  und  scFv‐Fragmenten  sowie  natürlich  vorkommenden,  inhibitorischen 
Protein‐Interaktionspartnern, haben sich in den vergangenen Jahren die gegen verschiedenste 
Proteintargets  anwendbaren  Peptidaptamere  als  vielversprechende  Variante  therapeutischer 
Peptide und Proteine hervorgetan. Neben der nahezu unbegrenzten Anwendungsvielfalt, welche 
aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Größe vor allem gegen intrazelluläre Zielstrukturen zu 
tragen  kommt,  bieten  diese  artifiziellen  Fusionsproteine,  bestehend  aus  einem  stabilen 
Scaffoldprotein  und  einer  Target‐spezifischen  Peptidaptamer‐Sequenz,  Vorteile  eines  simplen 
Designs,  einer  effizienten  und  kostengünstigen  Synthese  sowie  die  Fähigkeit  einer 
Disulfidbrücken‐unabhängigen  Faltung,  als  ebenfalls  essentielle  Vorraussetzung  für  eine 
intrazelluläre  Anwendung  (Colas,  2008).  Das  therapeutische  Potential  einer  gezielten 











interagiert.  Über  die  Verwendung  einer  für  die  Peptidaptamer‐Oberflächenpräsentation  und 
Proteinaufreinigung optimierten Variante des humanen Thioredoxin‐Proteins (hTRX) als Scaffold 
sowie  der  Verwendung  eines  zellpenetrierenden  9‐L‐Argininrestes  als 
Proteintransduktionsdomäne  (PTD),  konnte  ein  effizient  herstellbarer,  stabiler  und 
applizierbarer  Stat3‐Inhibitor  („rS3‐PA“)  kreiert  werden,  welcher  mit  der  Aktivierung  und 
Dimerisierung von Stat3 interferiert und dadurch Wachstum, Migration und Invasivität Stat3‐
abhängiger Tumore inhibiert (Borghouts et al., 2012; Borghouts et al., 2008a). In überaktivierter 
Form  sind  die  Mitglieder  der  Stat‐Proteinfamilie  Stat3  und  Stat5  an  der  Regulation  nahezu 
jeglicher,  für  das  Überleben  und  die  Progression  von  Tumoren  essentieller  Prozesse  wie 
unkontrollierte  Zellteilung,  Migration  und  Invasivität,  Umgehung  von  Apoptose  und  der 









Grundlage  dessen  war  es  Ziel  dieser  Arbeit  eine  Peptidaptamer‐Sequenz  zu  identifizieren, 
welche,  unter  Anwendung  des  zuvor  optimierten  hTRX‐Scaffoldproteins,  in  der  Lage  ist  die 
Aktivität  von  Stat5  in  Tumoren  funktionell  zu  inhibieren  und  dadurch  die  Möglichkeit  einer 
klinischen  Anwendung  bietet.  Aufgrund  widersprüchlicher  Beobachtungen  hinsichtlich  Stat5‐
vermittelter Phänotypen von Tumoren unterschiedlicher Gewebe, welche von antiproliferativen 
und antiinvasiven Eigenschaften eines Tumorsuppressorgens (Sultan et al., 2005; Yu et al., 2010) 







Die  Ursachen  einer  aberranten  Stat5‐Aktivität  in  Tumoren  sind  vielseitig.  Einer  Vielzahl 
tumorassoziierter  Zytokine,  Wachstumsfaktoren  und  Hormone,  welche  vorwiegend  in  Folge 
einer auto‐ und parakrinen Sekretion in der Tumormikroumgebung zirkulieren, konnte ein Stat5‐
aktivierender  Einfluss  nachgewiesen  werden.  Hierzu  zählen  verschiedene  Interleukine  mit  
wachstumsinduzierenden Einfluss sowie OSM, SCF, GM‐CSF, EGF, GH, IGF‐1, Flt‐3L, Epo, Tpo, Prl, 
Leptin  oder  Insulin  (Ferbeyre  &  Moriggl,  2011).  Hinzukommen  Synergismen  mit 
Steroidhormonrezeptoren,  welche  über  direkte  Interaktion,  wie  im  Falle  einer  häufig  zu 
beobachtenden Androgenrezeptor‐Interaktion in Hormon‐refraktären Prostatakarzinomen (Tan 
et  al.,  2008),  in  einer  Co‐Aktivierung,  mit  gesteigerter  nukleärer  Translokation  und 
transkriptioneller Aktivität von Stat5 resultieren. Der am besten dokumentierte Mechanismus 
aberranter  Stat5‐Aktivierung  basiert  jedoch  auf  einer  Phosphorylierung  durch  mutierte, 
onkogene  Tyrosinkinasen.  Nahezu  jegliche  Form  hämatologischer  Neoplasien  ist  mit  einer  
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konstitutiven  Phosphorylierung  von  Stat5  durch  mutierte  Tyrosinkinasen  asoziiert,  wobei  ein 
direkter  Zusammenhang  zwischen  aberranter  Stat5‐Aktivität  und  der  Selbsterneuerung  und 
Expansion leukämischer Stamm‐ und Progenitorzellen nachgewiesen werden konnte (Heuser et 
al.,  2009;  Lewis  &  Ward,  2008;  Walz  et  al.,  2012).  Die  Formierung  aktiver,  dimerer 
Transkriptionsfaktoren über SH2‐vermittelte reziproke Phosphotyrosin‐Interaktion monomerer 
Stats,  erfolgt  im  Falle  der  homologen  Stat5  Isoformen  über  die  Phosphorylierung  des 
Tyrosinrestes  694  des  Stat5A‐  und  699  des  Stat5B‐Proteins,  was  eine  Bildung  jeweiliger 
Homodimere aber auch eine Bildung von Heterodimeren zur Folge haben kann (Horvath, 2000). 
Das  die  Mehrheit  der  in  malignen  Entartungen  des  Blutes  auftretenden  onkogenen 
Tyrosinkinasen  eine  hohe  Spezifität  bzw.  Affinität  gegenüber  Stat5  und  seiner  kritischen 
Tyrosinreste  als  Substrat  aufweisen,  verdeutlichten  Zellextrakte  transformierter  und  IL‐3 
unabhängig wachsender Ba/F3‐Zellen (siehe Abb. 3‐3). Die exemplarisch über Bcr‐Abl, Npm‐Alk 
und  Tel‐Jak  Translokationsprodukte  sowie  über  konstitutiv  aktive  Stat5A  (S710F)  und  c‐Kit 
Mutanten  (D816V)  transformierten  Zellen  zeigten  eine  deutliche  Erhöhung  der  Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung,  während  eine  Phosphorylierung  des  kritischen  Stat3‐Tyrosinrestes 
705, außer im Fall konstitutiver Jak2‐Aktivität, nicht festgestellt werden konnte. Dabei korelliert 
die  Stat5‐Aktivierung  mit  der  Ba/F3‐Zelltransformation  und  der  Fähigkeit  IL3‐unabhängigen 
Wachstums, wie unter anderem am Beispiel Stat5‐vermittelter Bcl‐xL Expression gezeigt werden 









Die  Bcr‐Abl  vermittelte  Tyrosinphosphorylierung  stellt  den  wohl  am  besten  charakterisierten 
Stat5‐Aktivierungsmechanismen  im  Zuge  der  Ausbildung  einer  Leukämie  dar.  Über  ihre  SH2‐
Domänen  interagieren  die  Stat5A  und  B‐Isoformen  hierbei  mit  autophosphorylierten 
Tyrosinresten innerhalb der SH2‐Domäne von Bcr‐Abl, wobei diese Interaktion über die SH3‐
Domäne von Bcr‐Abl zusätzlich stabilisiert wird (Nieborowska‐Skorska et al., 1999). Gebundene 
Stat5‐Proteine  werden  in  der  Folge  durch  die  Abl‐Kinase  permanent  phosphoryliert  bzw.    
187 
aktiviert. Zusätzlich konnte in verschiedenen Studien ein indirekter, Bcr‐Abl‐vermittelter Stat5‐
Aktivierungsmechanismus  identifiziert  werden,  welchem  eine  vorgeschaltete  Aktivierung  von 
Kinasen der Src‐Familie (Src, Hck, Lyn) über Bcr‐Abl zu Grunde liegt (Klejman et al., 2002; Nam et 
al., 2007; Wilson et al., 2002). Hierbei sei zu erwähnen, dass Bcr‐Abl jedoch im Gegensatz zu 
anderen  Leukämie‐assoziierten  Translokationsprodukten  keinen  Einfluss  auf  eine  Jak2‐
Aktivierung hat, weshalb sich eine Inhibierung der Jak2‐Stat5 Signalgebung durch Jak‐Inhibitoren 
als ineffektiv bei der Behandlung einer chronisch myeloischen Leukämie (CML), im Vergleich zu 









2010;  Walz  et  al.,  2012;  Warsch  et  al.,  2011).  Unter  Anwendung  von  Cre/loxP‐
Rekombinationssystemen,  zur  konditionellen  Stat5‐Gendeletion,  konnten  die  Gruppen  um 
Hoelbl,  Walz  und  Ye  et  al.  einen  dominierenden  Einfluss  von  Stat5  beim  Erhalt  von 
Überlebensfähigkeit und Repopulationskapazität Bcr‐Abl‐exprimierender Leukämien aufzeigen, 










Behandlung  vergleichen  ließen  (Vergleich  Abb.  3‐8  &  3‐34).  Ähnlich  drastische  Effekte  eines 
RNA‐Interferenz  basierten  Stat5‐Knockdowns  konnten  zuvor  bereits  sowohl  in  K562‐ 
(Baskiewicz‐Masiuk et al., 2003; Kosova et al., 2010; Wang et al., 2011), als auch Ku812‐ und 
primären  CML‐Zellen  beobachtet  werden  (Warsch  et  al.,  2011).  Drei  Wochen  nach  der  
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Virustransduktion  wies  der  infizierte  Zellpool  jedoch  sowohl  eine  Wiederkehr  der  Stat5‐
Expression,  einhergehend  mit  Bcr‐Abl  vermittelter  Tyrosinphosphorylierung,  als  auch  eine 
Wiederkehr, gegenüber den Kontrollen, vergleichbarer Zellteilungsraten auf (Abb. 3‐7 & 3‐9). 
Der gleichzeitig, in etwa nach 10 Tagen, eintretende, rapide Rückgang der GFP‐Expression, als 
Resultat  einer  signifikanten  Abnahme  GFP‐exprimierender  Zellen  (Abb.  3‐10  &  3‐14), 
verdeutlichte,  dass  sich  die  Aufhebung  des  shRNA‐Effektes  auf  einen  einsetzenden  Zelltod 
shRNA‐exprimierender  Zellen  und  auf  ein  gleichzeitiges  Herauswachsen  uninfizierter  und 
schwach infizierter Zellen innerhalb des transduzierten Zellpools zurückführen ließ. Da beide 
Zelllinien,  trotz  Wiederkehr  nahezu  unveränderten  Zellwachstumsverhaltens  und  Wiederkehr 
der Stat5‐Expression, nach 9 Wochen noch einen Anteil GFP‐exprimierender Zellen von 20% 
aufwiesen, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei diesen Zellen um schwach infizierte Zellen 
handelte,  welche  zwar  ausreichend  eGFP  für  eine  FACS‐Detektion,  jedoch  aber  eine 
unzureichende,  durch  die  Zellen  tolerierte  Menge  an  shRNA  exprimierten.  Aufgrund  einer 
separaten Regulation der eGFP‐Expression über den SFFV‐ und der shRNA‐Expression über den 
U6‐Promotor  konnte  hierbei  zusätzlich  ein  epigenetisch  regulierter  Silencing‐Effekt  des  U6‐
Promotors  durch  die  infizierten  Zellen  des  nach  Stat5‐Knockdown  „überlebenden“  Zellpools 
nicht ausgeschlossen werden. Eine Separierung der GFP‐positiven Zellpopulation nach 9 Wochen 
über FACS‐Sortierung würde hierbei nähere Hinweise liefern und sollte in einem nächsten Schritt 
analysiert  werden.  Hierbei  sei  erneut  zu  erwähnen,  dass  der  Versuch  einer  FACS‐Sortierung 
frisch  transduzierter  Zellen  durchgeführt  wurde,  jedoch  in  Folge  eines  rapide  einsetzenden 
Zelltods aufgrund erhöhter shRNA‐Expression, gepaart mit einem erhöhten Zellstress durch den 









zytotoxischen  Effekt  erkennen  ließ  (Abb.  3‐12).  In  der  Vergangenheit  konnte  bereits  gezeigt 
werden, dass sich das Resultat einer leukämischen Transformation, hervorgegangen aus dem 
Zusammenspiel  Bcr‐Abl  und  Stat5‐vermittelter  Signalgebung,  wesentlich  auf  eine  erhöhte 







Aktivität,  durch  viralen  shRNA‐Transfer,  resultierte  ebenfalls  in  einer  deutlichen,  teils 
signifikanten  Reduktion  der  CyclinD1‐  und  Bcl‐xL‐Expression  gegenüber  unbehandelter  Zellen 
(Abb.  3‐13).  Zudem  konnte  eine  Abnahme  der  Expression  des  Mcl‐1  Gens,  als  ein  weiteres 
antiapoptotisches  Protein  der  Bcl‐2  Familie,  sowie  der  Stat5‐regulierten,  sowohl  bei  der 
Vermittlung  leukämischer  als  auch  normaler  hämatopoetischer  Proliferation  beteiligten, 
Serin/Threonin‐Kinasen Pim1 und Pim2 beobachtet werden. Der nach Stat5‐Knockdown rapide 
einsetzende K562‐Zelltod durch Apoptose, konnte somit als Resultat der Expressionsreduktion 







vermittelten  Stat5‐Aktivierung  in  der  akut  erythroleukämischen  HEL‐Zelllinie  (AML‐M6 
Erkrankung),  trotz  offensichtlich  starker  Beeinflussung  zellulärer  Viabilität,  überraschend  nur 
minimal auf die Expression dieser Zielgene aus. Die hinsichtlich einer Veränderung von Viabilität, 
Proliferation,  GFP‐Expression  und  Apoptose‐Induktion  parallel  mit  der  K562‐Zelllinie 
durchgeführten Analysen zeigten nahezu vergleichbare Abhängigkeiten von der Stat5‐Expression 
beider  Zelllinien.  Diese  Ergebnisse  gingen  einher  mit  vorherigen  Beobachtungen,  welche, 
vergleichbar  mit  der  Ausbildung  einer  CML‐Erkrankung  nach  Bcr‐Abl  Translokation,  Stat5  als 
einen  entscheidenden  Faktor  Jak2(V617F)‐vermittelter  leukämischer  Transformation  und  der 
Ausbildung  verschiedener  Formen  der  AML‐  und  myeloproliferativer  Erkrankungen  in 
Verbindung brachten (Funakoshi‐Tago et al., 2010; Walz et al., 2012). Warum die Expression der 
hier analysierten Stat5‐Zielgene, nach Stat5‐Knockdown in der HEL‐Zelllinie, jedoch nur im Falle 
des  CyclinD1‐Gens  eine  leichte  Reduktion  erkennen  ließ,  lässt  Raum  für  Interpretation  und 
bedarf  weiterer  Analysen.  Die  abweichenden  Ergebnisse  der  Bcl‐xL,  Mcl‐1,  Pim1  und  Pim2‐
Expression könnten, trotz vergleichbarer Morphologie erythroid‐myeloischer Progenitorzellen,  
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auf  mögliche  Stat5‐regulierte  Expressionsunterschiede  Bcr‐Abl  transformierter  K562‐  und 
Jak2(V617F)‐transformierter  HEL‐Zellen,  im  Zusammenspiel  mit  Zelllinien‐spezifischen 
transkriptionellen Co‐Faktoren, zurückgeführt werden. Diese Theorie wird unterstützt durch die 
Analyse einer Stat5‐Deletion in Jak2(V617F)‐positiven Knochenmarkszellen eines Mausmodells 
für  Polycythaemia  vera  (PV),  welche  keine  Veränderung  der  Bcl‐xL  Expression  erkennen  ließ 
(Walz et al., 2012). Zudem konnte gezeigt werden, dass Bcr‐Abl im Gegensatz zu Jak2(V617F) 
eine Expansion und Differenzierung erythroider Zellen, wie im Falle einer PV‐ oder AML‐M6‐
Erkrankung,  unter  anderem  über  erhöhte  Ras/Raf/Mek/Erk  und  Stat5‐vermittelte  Signale 
inhibiert  und  eine  Anämie  zur  Folge  hat  (Tokunaga  et  al.,  2010).  So  resultiert  eine  Bcr‐Abl 
Inhibierung neben der Apoptose‐Induktion in einer erythroiden Differenzierung von K562‐ und 
Ku812‐Zellen (Brozik et al., 2006; Kawano et al., 2007). Im Gegensatz dazu konnte in HEL‐Zellen 
eine  im  Vergleich  zu  K562‐Zellen  signifikant  erhöhte  Expression  des  Erythroleukämie‐
assoziierten Transkriptionsfaktors PU.1 (Irino et al., 2011) sowie eine Erhöhung weiterer, Stat5‐
regulierter  Faktoren  wie  dem  Co‐Repressor  ID1  oder  dem  gp130‐Liganden  LIF  festgestellt 
werden, welche zudem mit der Sicherung der Überlebensfähigkeit dieser Zelllinie in Verbindung 
gebracht wurden (Salas et al., 2011; Wood et al., 2009). Diese phänotypischen Unterschiede Bcr‐
Abl‐vermittelter  CML  und  Jak2(V617F)‐vermittelter  PV  und  AML(M6)  bekräftigen  die  Theorie 
einer  differentiellen  Genexpressionsregulation  durch  Stat5,  mit  der  Abhängigkeit  beider 
Zelllinien gegenüber unterschiedlicher Stat5‐Zielgene. Dabei darf jedoch auch nicht außer Acht 
gelassen  werden,  dass  die  konstitutiv  aktive  Jak2(V617F)‐Mutante,  im  Gegensatz  zu  Bcr‐Abl, 






















Als  Folge  einer  Kompensation  der  transkriptionellen  Stat5‐Aktivität  durch  konstitutiv  aktives 
Stat3,  würde  man  in  Jak2(V617)‐positiven  HEL‐Zellen  jedoch  einen  abgeschwächten 
antiproliferativen  und  apoptoseinduzierenden  Effekt  durch  den  Transfer  Stat5‐gerichteter 
shRNA  vermuten.  Die  Färbung  der  Zellen  mit  AnnexinV  und  7‐AAD,  die  Bestimmung  der 
kumulativen Zellzahl (KZZ) und der Zellviabilität durch XTT‐Messung sowie die Analyse der GFP‐




Inhibierung  der  Expression  alleinig  durch  Stat5‐regulierter  Gene  auf  zusätzliche,  für  das 
Überleben  der  Zellen  essentielle  Stat5‐Aktivitäten  in  der  HEL‐Zelllinie  schließen  lässt.  In  den 
vergangenen  Jahren  mehrten  sich  Hinweise  über  nicht‐kanonische  Aktivitäten  sowohl 
unphosphorylierter als auch phosphorylierter Stat‐Proteine. Die Arbeitsgruppe um Harir, Moriggl 
und  Gouilleux konnte sowohl nach Transplantation muriner Knochenmarkszellen, welche die 
konstitutiv  aktive  Stat5‐Mutante  cS5
f  (S710F)  exprimierten,  als  auch  in  primären 




Aktivierung  und  der  Steigerung,  für  eine  leukämische  Transformation  entscheidender, 
PI3K/Akt/mTOR‐Signalgebung  festgestellt  werden.  Über  eine  direkte  Interaktion 
tyrosinphosphorylierter Stat5‐Proteine mit dem Adaptorprotein Gab2 und der regulatorischen 
p85‐Untereinheit der PI3K kommt es zur Formierung eines aktiven Signalkomplexes welcher in 
der  Folge,  durch  Phosphorylierung  verschiedener  Substrate,  wie  membrangebundene 
Phospholipide,  die  Aktivierung  der  Serin/Threonin‐Kinase  Akt  unterstützt  (Harir  et  al.,  2008; 
Harir et al., 2007). Durch Gab2‐Deletion und die Anwendung von PI3K‐ und mTOR‐Inhibitoren 
wie  Rapamycin,  konnte  die  Existenz  dieses  Mechanismus  in  Gegenwart  konstitutiver  Stat5‐ 
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Aktivität,  u.  a.  in  K562‐Zellen,  bestätigt  werden  (Li  et  al.,  2010).  Anhand  dessen  liegt  die 
Vermutung  nahe,  dass  das  hohe  Maß  an  Stat5‐Abhängigkeit  der  Jak2(V617F)‐positiven  HEL‐
Zelllinie,  womöglich  auf  einer  wesentlichen  Unterstützung  der  wachstumsinduzierenden  und 
antiapoptotischen  PI3K/Akt/mTOR‐Signalgebung  basiert.  Unterstützt  wurde  diese  Vermutung 
durch das Anfertigen fraktionierter HEL‐Zelllysate, welche, im Vergleich zu der K562‐Zelllinie, 




auch  Zytoplasma  aktiv  ist,  bleibt  bis  hier  ungeklärt,  bedarf  jedoch  weiterer,  vergleichender 
Analysen  unter  Einbeziehung  der  Expression  und  Aktivität  verschiedener  Kaskaden  bzw. 
einzelner  Komponenten,  wie  Gab2/PI3K/Akt/mTOR.  Im  Gegensatz  zu  der  leukämischen  HEL‐
Zelllinie  führte  die  Induktion  einer  stabilen  Jak2(V617F)‐Expression  in  Epithelzellen  der 
Brustdrüse zu einer nukleären Akkumulation von P‐Stat(Tyr), was den Einfluss des Zelltyps und 
des Stadiums einer Tumorerkrankung auf die Stat5‐Aktivität und Lokalisation, im Zusammenspiel 









minimaler  Phosphotyrosin‐vermittelter  Stat5‐Aktivität  Hinweise  auf  essentielle,  nicht‐
kanonische Stat5‐Aktivitäten, nach durchgeführtem Stat5‐Knockdown. Die basalen Unterschiede 
der Stat5‐Tyrosinphosphorylierung unter normalen, serumhaltigen Zellkulturbedingungen, ohne 
zusätzliche  Zytokin‐  oder  Hormon‐Supplementation,  verdeutlichten  den  generellen  Einfluss 
Leukämie‐assoziierter Onkoproteine auf die Stat5‐Aktivierung, während einer Aktivierung von 
Stat5 in soliden Tumoren andere Mechanismen, wie Rezeptor‐Überexpressionen oder auto‐ und 
parakrine  Liganden‐Sekretionen  innerhalb  der  Tumormikroumgebung,  zu  Grunde  liegen 
(Vergleich Abb. 3‐2 & 3‐4). Aufgrund einer nicht detektierbaren Stat5‐Tyrosinphosphorylierung 
konnte  zudem  von  einer  Stat5‐unabhängigen  leukämischen  Transformation  der  AML‐Zelllinie    
193 
Kasumi‐1,  über  das  AML‐assoziierte  Translokationsprodukt  AML1‐ETO  ausgegangen  werden. 




Wachstum  und  Viabilität  (Abb.  3‐14  bis  3‐16).  Ein  zytotoxischer  Effekt  übermäßiger  shRNA‐








Vergleich  der  hier  getesteten  soliden  Tumorzelllinien  das  höchste  Maß  an  Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung  auf,  was  ebenfalls  auf  eine  gesteigerte  Stat5‐Abhängigkeit  dieser 
Zelllinie, hinsichtlich des Erhalts von Wachstum und Viabilität, hindeutete. Die Phosphorylierung 
von Stat5 bzw. Stat5A in PC‐3 Zellen lässt sich auf autokrine Prl‐Signale zurückführen (Dagvadorj 
et  al.,  2007)  und  wird  zudem  durch  eine  geringe  Expression  von  SOCS‐Proteinen  stabilisiert 
(Evans et al., 2007). In Hormon‐refraktären Prostatakarzinomen, wie der PC‐3 Zelllinie, konnte 








bzw.  Androgen‐resistenten  DU145‐  als  auch  Androgen‐sensitiven  LNCaP‐
Prostatakarzinomzelllinie,  offenbarte  jedoch  ähnlich  drastisch  Apoptose‐induzierende  Effekte 
(Gu et al., 2010; Thomas et al., 2011). Von einem viralen Transfer dominant‐negativer Stat5‐
Mutanten erwies sich die Viabilität der PC‐3 Zelllinie, im Gegensatz zu der Androgen‐sensitiven 
LNCaP‐Zelllinie,  allerdings  unbeeinflusst  (Ahonen  et  al.,  2003;  Gu  et  al.,  2010),  was  sich 
womöglich  auf  eine  erhöhte  Resistenz  Hormon‐refraktärer  Prostatakarzinome  gegenüber  
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dominant‐negativem  Stat5  in  Folge  coaktivierender  AR‐Interaktionen  zurückführen  lässt.  In 
Melanomen und epidermoiden Karzinomen korreliert die mehrheitlich über Amplifikationen von 
ErbB‐Rezeptoren  oder  mutierten  Tyrosinkinasen  wie  Src  oder  Pyk2‐vermittelte  Stat5‐
Phosphorylierung  mit  der  Zunahme  aggressiven  Wachstums  und  der  Resistenzentwicklung 
gegenüber der standardmäßig angewandten adjuvanten IFN‐α Behandlung (Hassel et al., 2008; 
Wellbrock  et  al.,  2005).  Der  Einsatz  einer  dominant‐negativen  Stat5‐Mutante  (Hassel  et  al., 
2008) oder von siRNA, entweder sowohl gegen Stat5A und Stat5B (Wellbrock et al., 2005) oder 
gegen  das  häufig  verstärkt  in  Melanomen  überaktive  Stat5B  (Mirmohammadsadegh  et  al., 








als  Modellzelllinie  für  die  Analyse  gegenläufiger  Stat3‐  und  Stat5‐Effekte  in  Brusttumoren 
eingesetzt. Hierbei konnte ein dominanter Einfluss von Stat5 in Gegenwart aktivierender Prl‐
Signale  festgestellt  werden,  welcher  dem  aggressiv  wachsenden  und  invasivem  Stat3‐
vermitteltem  Phänotyp  durch  die  Regulation  bestimmter  Gene  wie  E‐Cadherin  oder  Bcl6 
entgegenwirkt  und  eine  Differenzierung  unterstützt  (Walker  et  al.,  2009).  In  diesem 




Sultan  et  al.  konnten  jedoch  auch  apoptoseinduzierende  und  antiproliferative  Effekte  einer 










des Stat5‐Proteins, zusätzlich zu der  Aktivität als  Transkriptionsfaktor, vermuten.  Unterstützt 
wurde  diese  Hypothese  durch  die  Analyse  des  Stat5‐Knockdown  in  der  kolorektalen 
Karzinomzelllinie  HCT116,  wo  eine  nicht  detektierbare  Stat5‐Tyrosinphosphorylierung  und 
generell  geringe  Stat5‐Expression  mit  einem  minimalen  Effekt  der  shRNA  korrellierte.  Die 
Durchführung  eines  konditionalen  Stat5‐Knockouts  in  Maus‐Epithelzellen  der  Darmmukosa 
resultierte  in  einer  Auflösung  von  Tight  Junctions  und  einem  Verlust  der  Integrität  der 
intestinalen Barriere in Folge der Aufhebung einer Stat5‐genrepressorischen Aktivität und NF‐κB‐
vermittelter Myosinphosphorylierung (Gilbert et al., 2012). Dieser Effekt würde eine mögliche 
Erklärung  für  die  anfänglich  beobachtete  Beeinflussung  der  HCT116‐Viabilität  durch  Stat5‐




zeigten  (Gu  et  al.,  2010).  Wie  bereits  erwähnt,  haben  sich  in  den  vergangenen  Jahren  die 
Hinweise  verdichtet,  dass  Stat‐Proteine,  zusätzlich  zu  ihrer  transkriptionellen  Aktivität, 
verschiedene,  für  das  Überleben  einer  Zelle  essentielle,  regulatorische  Funktionen  ausüben 






al.,  2004).  Als  Folge  dessen  konnten  diese  Vertreter  der  Stat‐Familie,  unabhängig  von  einer 
Tyrosinphosphorylierung, in allen Zellkompartimenten vorgefunden werden, was eine Ausübung 
nicht‐kanonischer Funktionen unterstützt. Neben der zuvor anhand der Beispiele Gab2, PI3K und 
des  AR  gennanten  Aktivität  von  Stat5  als  Co‐Faktor  bzw.  Co‐Aktivator,  sind  weitere  nicht‐
kanonische  Funktionen  von  Stat5  dokumentiert,  deren  Verlust  in  Folge  des  durchgeführten 
Stat5‐Knockdown  den  stark  wachstumshemmenden  und  apoptoseinduzierenden  Effekt  der 
shRNA  erklären  würde.  In  einer  Studie  von  2012  konnte  gezeigt  werden,  dass 
unphosphoryliertes Stat5, v.a. Stat5A, in Gefäßendothel‐, glatten Muskel‐ und MEF‐Zellen mit 
dem Golgi‐Apparat, dem rauen ER und Mitochondrien assoziiert vorliegt und sich essentiell auf 
den  Erhalt  von  Struktur  und  Funktion  dieser  Organellen  auswirkt.  Ein  Stat5‐Knockdown  mit 
siRNA  resultierte  in  einer  Deformierung  dieser  Organellen,  mit  der  Ausdehnung  und  
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Fragmentierung  von  Golgi‐Zisternen,  der  Veränderung  der  tubulären  ER‐Struktur  zu  einer 




Stat5‐gerichteter  shRNA  (Abb.  3‐15).  Durch  eine  coaktivierende  Interaktion  mit  der  E2‐
Untereinheit  des  Pyruvatdehydrogenase‐Komplexes,  konnte  zudem  ein  genregulatorischer 
Einfluss tyrosinphosphorylierter Stat5‐Proteine in Mitochondrien identifiziert werden, welcher 
sich  womöglich  entscheidend  auf  mitochondriale  Funktionen,  Atmungskette  und 
Energiestoffwechsel sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Zuständen auswirkt 
(Chueh  et  al.,  2011;  Chueh  et  al.,  2010).  Eine  Präsenz  des  transkriptionell  aktiven  Stat5‐E2 







genotoxischen  Noxen  beteiligt  sein,  würde  dies  eine  weitere  Erklärung  für  den 
apoptoseinduzierenden  Effekt  der  shRNA  liefern,  welcher  unabhängig  von  einer  sonstigen 





Moleküle  pro  Zelle  (Kornfeld  et  al.,  2008)),  lassen  eine  vielseitige  Beteiligung  von  Stat5  an 
Regulationsmechanismen wie dem Erhalt von Struktur und Funktion von Mitochondrien, dem 
Golgi‐Apparat  oder  Heterochromatin,  neben  der  Aktivität  als  Transkriptionsfaktor, 
wahrscheinlich  erscheinen.  Bei  einer  Korrektheit  dieser  Mechanismen  muss  jedoch,  u.a.  bei 
Betrachtung  der  minimalen  Stat5‐Expression  in  HCT116‐Zellen,  von  einer  variierenden  Stat5‐
Abhängigkeit unterschiedlicher Zelltypen, womöglich erneut in Folge einer Kompensation durch 
andere Stat‐Proteine, ausgegangen werden.  
Dennoch  verdeutlichen  die  hier  aufgeführten  Studien  nicht‐kanonischer  Funktionen  im 
Zusammenhang mit verschiedenen Stat5‐Knockout‐Studien (Cui  et al., 2007b; Grebien et al., 
2008;  Hoelbl  et  al.,  2006;  Kerenyi  et  al.,  2008;  Yao  et  al.,  2006)  und  den  in  dieser  Arbeit 
durchgeführten  Knockdown‐Experimenten  die  funktionelle  Vielseitigkeit  von  Stat5  und  die    
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daraus  resultierende  Abhängigkeit  sowohl  gesunder  als  auch  neoplastischer  Zellen, 
unterschiedlichster Gewebe, von der Stat5‐Expression. Hinsichtlich einer therapeutischen Stat5‐
Intervention  in  Tumoren,  untermauern  diese  Erkenntnisse  die  Notwendigkeit  des  Einsatzes 
tumorspezifischer Wirkstoffe oder solcher Wirkstoffe, welche spezifisch in Abhängigkeit  vom 











war  es  Ziel  dieser  Arbeit  eine  Peptidaptamer‐Sequenz  zu  identifizieren,  welche  spezifisch 
entweder  mit  einer  für  die  Transaktivierung  und  Dimerisierung  verantwortlichen  Region  des 
humanen  Stat5A‐Proteins  (SH2/TA)  oder  dessen  DNA‐Bindedomäne  (DBD)  (Abb.  3‐17) 
interagiert  und  dadurch  bestimmte  Stat5‐Funktionen  inhibiert.  Aufgrund  ihrer 
Zusammensetzung  aus  einem  Stabilitäts‐  und  Struktur‐gebendem  Scaffoldprotein  und  der 
Target‐spezifischen  Peptidaptamer‐Sequenz  gehören  Peptidaptamere,  bzw.  die  zusätzlich  mit 
funktionellen  Tags  fusionierten  Peptidaptamer‐Konstrukte,  wie  auch  Antikörper  oder  scFv‐
Fragmente, der Klasse kombinatorischer Proteintherapeutika mit strukturell verankerter Protein‐
Erkennungssequenz an (Colas, 2008). Bei geeigneter Wahl eines nicht‐toxischen und biologisch 
neutralen  Scaffold‐Proteins  mit  geringer  Größe  und  anwendbarer  Struktur,  bietet  die 
Präsentation  der  Peptidaptamer‐Sequenz  auf  der  Oberfläche  des  Scaffolds  in  einer  starr 
verankerten, einzigartigen Konformation, neben einer erhöhten Stabilität und Löslichkeit sowie 
einer  vereinfachten  und  effizienten  rekombinanten  Herstellung  des  Inhibitor‐Konstruktes, 
wesentliche Vorteile einer erhöhten Affinität und Spezifität gegenüber der Protein‐Zielstruktur 
(Crawford  et  al.,  2003;  Hoppe‐Seyler  &  Butz,  2000;  Ladner,  1995).  Über  die  Addition  einer 
Proteintransduktionsdomäne  (PTD)  sind  Peptidaptamere,  in  Folge  ihrer  im  Vergleich  zu  
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Antikörpern  geringen  Größe  und  Disulfidbrücken‐unabhängigen  Faltung,  zudem  hinsichtlich 
einer Anwendung gegen intrazelluläre Zielstrukturen wie Stat5 optimiert (Colas, 2008; Crawford 
et  al.,  2003).  Basierend  auf  dem  Ziel  einer  Identifikation  von  Protein‐Interaktionen  in  einer 
möglichst physiologischen Umgebung, mit der Einbeziehung posttranslationaler Proteinfaltung 
und sekundärer Modifikation unter intrazellulären Bedingungen in einem Eukaryonten, hat sich 
das  Hefe‐Zwei‐Hybrid  System,  mit  all  seinen  Variationen,  als  bevorzugtes  Peptidaptamer 
Screnning‐Verfahren etabliert (Bickle et al., 2006; Hamdi & Colas, 2012). Unter Anwendung der 
NNK‐Kodondefinition wurde eine vollständig randomisierte Peptidaptamer‐Library synthetisiert 
(Abb.  3‐18),  welche  das  komplette  Spektrum  proteinogener  Aminosäuren  abdeckte.  Für  den 
Protein‐Interaktionsscreen  wurde  die  Library  in  das  als  Schleife  aus  der  Proteinstruktur 




Klonierung  mit  ApaI/SmaI  wurde  die  Library  mono‐direktional  in  der  NNK‐Kodon‐Anordnung 
durch  die  Linkersequenz  ersetzt,  was  die  Stopcodon‐Wahrscheinlichkeit  auf  3,1  %  je 
Basentriplett senkte und dadurch eine Selektion falsch‐positiver Interaktionspartner im Hefe‐
Zwei‐Hybrid Screen wesentlich reduzierte (Abb. 3‐20). Durch die Verwendung der Glycin und 
Prolin  kodierenden  Restriktionsschnittstellen  ApaI  und  SmaI  konnte  zudem  von  einer 
zusätzlichen  Optimierung  der  Peptidaptamer‐Präsentation  ausgegangen  werden,  da  eine 




Sequenzen  in  das  katalytische  Zentrum  von  hTRX  wurde  zudem  eine  Aufhebung  der  hTRX‐
Enzymfunktion  erzielt  und  die  Verwendung  eines  biologisch  neutralen  Scaffold‐Proteins 
gewährleistet. Der Hefe‐Zwei‐Hybrid‐Screen wurde mit dem Saccharomyces cerevisiae Stamm 
KF1 durchgeführt, welcher, durch einen schwachen Promotor des Ura3‐Reportergens für die 






hochstringenten  Bedingungen  identifiziert  werden  konnte,  verdeutlichte  die  geringe    
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Wahrscheinlichkeit starker Proteininteraktionen zwischen kurzen Peptidaptamer‐Sequenzen mit 
einer  bestimmten  Protein‐Zielstruktur.  Trotz  des  anschließenden  Nachweises  einer  starken 
Proteininteraktion zwischen der identifizierten, durch den hTRX‐Scaffold präsentierten 12mer 
Peptidaptamer‐Sequenz  als  Prey  und  der  Stat5‐DBD  als  Bait,  mit  dem  Hefe‐Zwei‐Hybrid 
Tropfplatten‐ und β‐Galactosidase‐Test (Abb. 3‐22), muss bei einer Library‐Gesamtdiversität von 
3  x  10













Wie  einleitend  bereits  erwähnt  wurde  als  Grundgerüst  für  eine  Applikation  des  Stat5‐DBD 
spezifischen  Peptidaptamers  (S5‐DBD‐PA),  als  rekombinantes,  zellpenetrierendes  Protein  in 
humanen Zelllinien, eine zuvor durch Mitglieder der Arbeitsgruppe für die Proteinaufreinigung 




deutlichen  Effizienzsteigerung  der  Herstellung  rekombinanter  Peptidaptamer‐Konstrukte.  Der 
Austausch  der  für  die  Funktion  als  Redoxenzym  entscheidenden  Cystein‐Reste  im  aktiven 
Zentrum, stellte dabei, zusätzlich zur Integration der Peptidaptamer‐Sequenz, die biologische 
Neutralität  des  hTRXΔcys5‐Scaffolds  sicher.  Über  die  Verwendung  des  hTRXΔcys5‐Scaffolds 






sich  bei  dem  als  Prey‐Fusionsprotein  mit  der  Gal4‐AD  exprimiertem  hTRX‐Scaffold,  für  die 
Peptidaptamer‐Selektion in Hefen, ebenfalls um die optimierte hTRXΔcys5‐Variante handelte. 









weisen  Peptidaptamere  mit  Scaffold  um  bis  zu  100‐1000fach  erhöhte  Bindungsaffinitäten 
gegenüber strukturell flexiblen Peptidaptamer‐Sequenzen auf (Geyer & Brent, 2000). Für die 




gekoppelte  Proteine  um  den  Faktor  20  erhöhte  Transduktionsraten  gegenüber  der 
ursprünglichen, aus dem HIV‐TAT Protein abgeleiteten Arginin‐reichen und zellpenetrierenden 
9mer  Peptidsequenz  (CPP)  aufweisen  (Suzuki  et  al.,  2002;  Wender  et  al.,  2000).  Eine  hohe 
Transduktionseffizienz  des  rekombinant  hergestelltem  S5‐DBD‐PA  Peptidaptamer‐Konstruktes 
und hTRX‐Scaffold‐Kontrollproteins, mit integrierter unspezifischer 9mer Linkersequenz, konnte 
in  dieser  Arbeit  ebenfalls  in  den  Zielzellen  nach  Medium‐Applikation,  wie  im  Falle 
Immunfluoreszenz‐gefärbter  K562  Zellen  (Abb.  3‐38B)  nach  4‐stündiger  Inkubation 
(Endkonzentration:  4µM),  beobachtet  werden.  Die  dabei  auftretende,  relativ  gleichmäßige 
Verteilung innerhalb der Zelle ließ auf eine Freisetzung der Proteine aus Endo‐ und Lysosomen 
schließen.  Das  PTD‐gekoppelte  Proteine  nach  einer  Aufnahme  in  die  Zelle  über  Lipid  Raft‐
abhängige  Makropinozytose  und  anschließender  endosomaler  Einschnürung  tatsächlich  einer 
Degradation  im  Lysosom  entkommen  und  biologisch  aktiv  sind,  zeigte  eine  Studie  mit 
lysosomalen Inhibitoren, welche keinen Einfluss auf die im Zytosol vorkommenden Mengen der 
Proteine  und  deren  Aktivität  hatten  (Caron  et  al.,  2004).  Der  genaue  Mechanismus  dieser 
endosomalen Freisetzung ist bislang nicht vollends aufgeklärt. Ein Einfluss Arginin‐reicher PTDs 
bzw.  CPPs  erscheint  hierbei,  in  Folge  von  Membranfusionen  und  pH‐Wert  gesteuerter    
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Porenbildung, jedoch ebenfalls maßgeblich (El‐Sayed et al., 2009). Hierbei sei zu erwähnen, dass 
die  Identifikation  weiterer  viraler  Peptidsequenzen  sowie  bestimmter  Peptidsequenzen 




Als  weitesgehend  Endosomen‐unabhängig  erweist  sich  eine  endogene  Peptidaptamer‐
Expression in Zielzellen durch viralen Gentransfer. Die Transduktion der Zielzellen mit VSV‐G 
pseudotypisierten Lentiviren, unter Verwendung des aus dem HIV‐1 Genom abgeleiteten SiEW 
Transfervektor  mit  SIN‐Konfiguration  (Abb.  3‐25),  führte  zu  einer  stabilen  Expression  beider 
Konstrukte über einen mehrwöchigen Zeitraum. Die endogene Expression des hTRX‐Scaffold‐
Kontrollkonstruktes zeigte dabei keine wesentliche Beeinflussung zellulärer Viabilität, was die 
biologische  Neutralität  und  den  nicht‐toxischen  Charakter  des  hTRX‐Grundgerüstes  und  den 
dazu  gehörigen  funktionellen  Flag,  NLS,  9‐R  und  Histidin‐Tags  unterstrich.  Ein  zytotoxischer 
Effekt  der  9‐R  PTD,  in  Folge  einer  nach  endogener  Expression  nicht  auszuschließenden 
permanenten  Interferenz  mit  Membranen  zellulärer  Organellen,  konnte  dadurch  ebenfalls 
ausgeschlossen  werden.  Somit  boten  beide  Varianten  einer  viralen  Transduktion  und 
Proteintransduktion die Möglichkeit einer effizienten Peptidaptamer‐Applikation (Abb. 3‐24E). 
Allerdings  sei  erwähnt  das  der  virale  S5‐DBD‐PA  Transfer  in  murine  Tumorzellen,  neben 




das  am  häufigsten  als  Peptidaptamer‐Scaffold  verwendete,  bakterielle  Thioredoxin  Ortholog 
(TrxA) verzichtet worden. Wie TrxA weißt hTRX eine Länge von 105 Aminosäuren auf. Da die 
Aminosäuresequenzen  beider  Proteine  jedoch  nur  zu  30%  homolog  sind  (Borghouts  et  al., 
2008a), wurde von einer erhöhten Immunogenität von TrxA im Menschen ausgegangen. Für eine 
Anwendung  von  S5‐DBD‐PA  im  zellulären  Background  muriner  Tumorzellen  erwies  sich  der 
hTRX‐Scaffold, nach viraler Transduktion, jedoch als ungeeignet. Über den weitesgehend Zelltyp 
unabhängigen,  starken  SFFV‐Promotor  des  SiEW‐Transfervektors  gesteuert,  wiesen  positiv 
transduzierte murine Tumorzellen eine stabile  GFP‐Expression auf. Trotz einer gemeinsamen 





Maus,  unmöglich  machte.  Dieses  Resultat  ließ  vermuten,  dass  hTRX  einer  stark  erhöhten 
proteasomalen Degradation im Background muriner Zellen unterliegt. Um diese Hypothese zu 
überprüfen und um den Effekt einer endogenen S5‐DBD‐PA Expression in vivo zu ermöglichen, 







Konstrukt  bestätigt  werden.  Hierbei  ließ  sich  Stat5  sowohl  in  vitro,  aus  einem  Gemisch  mit 
rekombinanten  Proteinen,  als  auch  unter  intrazellulären  Bedingungen  („in  vivo“),  nach 








diffus  verteiltem  und  scheinbar  vermehrt  mit  der  Zellmembran  assoziiertem  hTRX‐Protein, 
erkennen (Abb. 3‐27).  Ein vergleichbares Ergebnis, wenn auch bei weitem nicht so deutlich, 
konnte nach 4‐stündiger Proteintransduktion beobachtet werden (Abb. 3‐38B), wobei sich die 
Wahl  eines  geeigneten  Inkubationszeitraumes  hierbei  vermutlich  entscheiden  auf  die 
Aussagekraft einer Co‐Lokalisationsanalyse durch Immunfluoreszenfärbung auswirkt. Inwiefern 
die  detektierten  Areale  akkumulierter  S5‐DBD‐PA/Stat5‐Komplexe  zytoplasmatische  oder 
nukleäre Kompartimente betrafen, ließ sich mit der K562‐Zelllinie, in Folge ihrer Morphologie 
unreifer  myeloid‐erythroider  Progenitorzellen,  mit  einem  nur  geringen  Zytoplasma‐Anteil, 
konfokal‐mikroskopisch  nicht  feststellen.  Eine  zusammenhängende  Analyse  der  Stat5‐





unabhängig  von  einer  Prl‐Stimulation,  nahezu  gleichmäßig  über  die  gesamte  Zelle  verteilt 
detektieren ließ, resultierte eine Stat5‐Aktivierung, durch den in T‐47D Zellen überexprimierten 
Prl‐Rezeptor  (PrlR),  in  einer  deutlich  erkennbaren  Umverlagerung  des  zuvor  vorrangig  im 
Nukleus lokalisierten S5‐DBD‐PA Peptidaptamers ins Zytosol. Auffällig hierbei war, dass die über 
Tyrosinphosphorylierung  formierten  aktiven  Stat5‐Dimere,  nach  30‐minütiger  Prl‐Stimulation, 
ebenfalls  nahezu  ausschließlich  im  Zytososl  detektierbar  waren,  während  aktives  Stat5  in 
Gegenwart  von  hTRX  in  allen  Zellkompartimenten  vorzufinden  war.  Die  nach  Prl‐Stimulation 
visualisierte  Co‐Lokalisation  von  S5‐DBD‐PA  und  tyrosinphosphorylierten  Stat5‐Dimeren  im 
Zytosol  stellt  zum  einen  ein  weiteres  Indiz  permanenter  und  spezifischer  Peptidaptamer‐













einer  S5‐DBD‐PA  Inkubation  in  der  höheren  Konzentration  von  2µM,  aufwiesen.  Solch  ein 
Phosphotyrosin‐inhibierender  Effekt  konnte  in  der  Vergangenheit  durch  Mitglieder  der 









Jak2(V617F)  exprimierenden  HEL‐Zelllinie  erkennbar.  Wie  zuvor  bereits  erwähnt  interagieren 
Stat5 und Bcr‐Abl über ihre SH2‐Domänen miteinander, wobei der SH3‐Domäne des Bcr‐Abl 
Fusionsproteins hierbei eine zusätzlich stabilisierende Rolle bei der Bindung zugesprochen wird, 
ehe  Stat5A  bzw.  Stat5B  an  den  jeweiligen  Tyrosinresten  durch  die  Abl‐Kinasedomäne 





Schritt  durchgeführt  werden.  Da  die  Expression  von  Stat‐Proteinen  in  der  Regel  durch  Stat‐
Proteine  selbst  reguliert  wird,  kann  die  mit  der  reduzierten  Stat5‐Tyrosinphosphorylierung 
einhergegangene  Abnahme  der  Stat5‐Proteingesamtmenge  als  eine  Folge  sowohl  direkter 
transkriptioneller  Stat5‐Inhibierung  durch  S5‐DBD‐PA,  als  auch  einer  indirekten  Inhibitor‐
Wirkung durch das Blockieren Bcr‐Abl‐vermittelter Stat5‐Aktivierung betrachtet werden. Dieser 
Mechanismus würde eine Erklärung für die stark variierenden S5‐DBD‐PA Effekte in K562 und 
HEL  Zellen  liefern,  wobei  im  Umkehrschluss  von  einer  S5‐DBD‐PA  unabhängigen,  Rezeptor‐
assoziierten Stat5 Aktivierung durch Jak2(V617F) in HEL Zellen auszugehen ist. HEL Zellen wiesen 
jedoch  ebenfalls  eine,  wenn  auch  im  Vergleich  geringe,  Reduktion  der  Stat5‐




S5‐DBD‐PA  Proteinbanden  feststellbar,  mit  einer  zusätzlichen  Abnahme  des  Stat5‐
Gesamtprotein‐Levels  nach  10h.  Durch  die  Zugabe  der  doppelten  S5‐DBD‐PA  Menge  zu  den 
K562 Zellen, konnte die Abnahme intrazellullärer S5‐DBD‐PA Level, über den Analysezeitraum 
von  10h,  aufgehoben  werden.  Hierbei  war  jedoch  neben  der  erneuten  Abnahme  der  Stat5‐
Tyrosinphosphorylierung auch eine zusätzlich erhöhte Reduktion der Stat5‐Proteingesamtmenge 
erkennbar. Diese Ergebnisse deuten auf eine ebenfalls stattfindende proteasomale Degradation 
der  Stat5/S5‐DBD‐PA  Komplexe  hin,  welche  vorwiegend  die  S5‐DBD‐PA  gebundenen 
monomeren und dimeren Stat5‐Proteine mit Tyrosinphosphorylierung betreffen zu scheint. In 
Folge  eines  Verlustes  kanonischer  und  nicht‐kanonischer  Funktionalität  durch  die 
Peptidaptamer‐Interaktion, werden die Komplexe aus aktivierten Stat5‐Dimeren und S5‐DBD‐PA, 










Zellen  erhöhte  Stat3‐Aktivität,  denkbar,  welcher  aus  einer  möglichen  Inhibierung  der 
transkriptionellen  Aktivität  und  partiellen  proteasomalen  Degradation  von  Stat5  durch 







von  S5‐DBD‐PA,  gegenüber  den  Kontrollen,  gesteigert  (Abb.  3‐34).  In  HEL  Zellen  wiederum 
erwies sich die Stat5‐Tyrosinphosphorylierung sowohl von einer Imatinib‐Behandlung als auch 
endogenen  S5‐DBD‐PA  Expression  als  unbeeinflusst.  Neben  der  ebenfalls  Bcr‐Abl  positiven 
Ku812‐CML‐Zelllinie  (Abb.  3‐35A),  wirkte  sich  eine  endogene  S5‐DBD‐PA  Expression  auch 
inhibierend auf die Stat5‐Tyrosinphosphorylierung der Prostatakarzinomzelllinie PC‐3 aus (Abb. 
3‐37A).  Die  in  diesem  Fall,  wie  zuvor  erwähnt,  alleinig  Stat5A  betreffende 




die  konstitutiv  aktive  Jak2(V617)‐Mutante,  unwahrscheinlich  erscheint,  unterstützt  dieses 
Ergebnis  die  Theorie  einer  erhöhten  proteasomalen  Degradation  S5‐DBD‐PA  gebundener, 
tyrosinphosphorylierter  Stat5‐Dimere  und ‐ Monomere.  Dabei  könnte  einer  proteasomalen 





aktivierter  Stat5‐Dimere  zu  inhibieren,  erscheint  bei  Betrachtung  der  zuvor  diskutierten 
konfokalen Immunfluoreszenz‐Aufnahmen lentiviral transduzierter T‐47D Zellen, mit und ohne 
Prl‐Stimulation  (Abb.  3‐36C),  als  durchaus  wahrscheinlich.  Im  Gegensatz  zu  der  Coiled‐Coil 
Domäne‐vermittelten, Carrier‐unabhängigen Translokation unphosphorylierter Stat‐Monomere 
und  antiparalleler  Dimere,  erfolgt  eine  mit  wesentlich  erhöhter  Geschwindigkeit  ablaufende 
nukleäre  Translokation  paralleler,  über  Phosphotyrosin‐SH2‐Interaktion  formierter, 
transkriptionell aktiver Stat5‐Dimere α‐Importin/Karyopherin‐β‐abhängig (siehe Kap. 1.2.1). Es 
konnte gezeigt werden, dass dieser Transport durch den Porenkomplex der Kernmembran über 
die  spezifische  Interaktion  von α ‐ Importinen  mit  einer,  in  Folge  der  Konformationsänderung 
parallel  formierter  Stat‐Dimere,  auf  der  Oberfläche  der  Stat‐DBD  exponierten  NLS‐Sequenz 
eingeleitet wird (Ma & Cao, 2006; McBride & Reich, 2003; Melen et al., 2003; Reich & Liu, 2006). 
Im  Vergleich  einzelner  Stat‐Proteine  lassen  sich  diese  NLS‐Sequenzen  im  Bereich  der 
Aminosäurereste 400 – 420 (ausgehend vom N‐Terminus) finden und sind daher zentral in der 
DBD von Stat‐Proteinen lokalisiert. Sollte die NLS‐Sequenz von Stat5 durch S5‐DBD‐PA maskiert 




unterstützt  wurde  diese  Hypothese  durch  das  Anfertigen  zytoplasmatischer  und  nukleärer 
Proteinextrakte  von  K562‐Zellen,  welche  über  5h  mit  rekombinanten  S5‐DBD‐PA  inkubiert 
wurden (Abb. 3‐38C). In Gegenwart von S5‐DBD‐PA war die Menge an tyrosinphosphoryliertem 
Stat5‐Protein  bzw.  an  tyrosinphosphorylierten  Stat5‐Dimeren,  gegenüber  den  Kontrollen,  im 
Nukleus drastisch reduziert und im Zytoplasma leicht akkumuliert, während unphosphoryliertes 
Stat5‐Protein  auch  im  Nukleus  detektierbar  war.  Obwohl  die  Intensität  der  nukleären  und 
zytoplasmatischen  P‐Stat5(Tyr)‐Proteinbanden  in  Summe  womöglich  nicht  ganz  der  zuvor 
beobachteten Reduktion des K562‐ Gesamtzellextrakts, nach 5‐stündiger S5‐DBD‐PA Inkubation, 








ausgegangen  werden.  Entscheidend  hierbei  ist  auch,  dass  die  Menge  an  P‐Stat5(Tyr)  im 
Zytoplasma, durch die zuvor bereits erwähnte, indirekt Bcr‐Abl vermittelte und vermutlich S5‐
DBD‐PA unabhängige Aktivierung über src‐Kinasen (Klejman et al., 2002), zusätzlich stabilisiert 





S5‐DBD‐PA  Interaktion  nicht  aus.  Der  unveränderte  Level  an  unphosphoryliertem  Stat5  im 
Nukleus  S5‐DBD‐PA  behandelter  K562‐Zellen  könnte  im  Umkehrschluss  zudem  auf  eine 
Inhibierung  des  nukleären  Exports  durch  S5‐DBD‐PA  zurückgeführt  werden.  Nach  erfolgter 
Transkription werden aktivierte Stat‐Dimere dephosphoryliert, dissoziieren von der DNA  und 
translokieren über die Exposition eines NES‐Signals, ebenfalls innerhalb der DBD (McBride & 




aktiv  transkribierenden  Stat5‐Dimere  auf.  Die  Immunfluoreszenz‐Färbung  lentiviral 
transduzierter  T‐47D  Zellen,  mit  und  ohne  Prl‐Stimulation,  offenbarte  eine  rapide,  nahezu 
komplette Umverlagerung und Akkumulation transgenem S5‐DBD‐PA Proteins aus dem Nukleus 
ins Zytoplasma, einhergehend mit der Induktion einer Stat5‐Tyrosinphosphorylierung durch Prl 
(Abb.  3‐36C),  während  rekombinantes  S5‐DBD‐PA  nach  5‐stündiger  Inkubation  sowohl  im 
Zytoplasma  als  auch  Nukleus  von  K562‐Zellen  vorzufinden  war.  Basierend  auf  der  S5‐DBD‐





Vergleich  zu  der  endogenen  S5‐DBD‐PA  Expression,  schubweise  stark  erhöhten  S5‐DBD‐PA 
Proteinmenge in den K562 Zellen, nach 5‐stündiger Proteintransduktion (Mediumkonzentration: 
2µM),  kann  jedoch  auch  nicht  ausgeschlossen  werden,  dass  die  detektierten  Proteinbanden 
einen  Anteil  ungebundener  S5‐DBD‐PA‐Proteine  ohne  Stat5,  sowohl  im  Nukleus  als  auch 
Zytoplasma,  beinhalteten.  Bei  Betrachtung  der  hTRX‐Proteinbanden  fiel  eine  vorrangige 







vollständig  aufgenommener,  an  der  Außenseite  der  Zellmembran  klebender  Proteine, 
durchgeführt wurde. In HEL Zellen war der nukleäre hTRX‐Anteil ebenfalls leicht reduziert (Abb. 
3‐38C).  Wie  unter  Kap.  4.1.2  bereits  diskutiert,  wiesen  HEL  Zellen  zudem  eine  nahezu 
ausschließliche  Präsenz  von  Stat5‐  und  P‐Stat5(Tyr)‐Protein  im  Zytoplasma  auf,  was  eine 




von  Stat5  in  HEL  Zellen  haben,  muss  in  Folge  des  Ausschluss  einer  Inhibierung  der  Stat5‐
Aktivierung und der nukleären Präsenz von Stat5, hierbei von einer proteasomalen Degradation, 
als alleinige Schadwirkung des gebundenen Peptidaptamers ausgegangen werden. Abschließend 























dabei  einen  dosisabhängig  zunehmenden  Verlust  der  DNA‐Bindeaktivität  von  Stat5,  in  Folge 
einer gesteigerten Interferenz mit S5‐DBD‐PA in der höheren Konzentration, erkennen (Abb. 3‐
40).  Vergleichbar  mit  den  durchgeführten  Co‐IP‐Experimenten,  ergab  die  EMSA‐Auswertung 
eines  in  vitro‐Inkubationsversuchs,  ohne  vorherige  S5‐DBD‐PA  Proteintransduktion  in  die 
Zielzellen,  dabei  wesentlich  stärkere  Signale  bzw.  einen  wesentlich  stärkeren  Effekt  in  Folge 
eines stark erhöhten Mengenverhältnisses. Ebenfalls vergleichbar zu dem Co‐IP‐Experiment ließ 
sich  in  diesem  Zusammenhang  auch  ein  erhöhter  unspezifischer  Effekt  des  hTRX‐Scaffold‐
Kontrollproteins feststellen. Das sich dieser Einfluss nicht auf die in vivo bzw. intrazellulären 
Bedingungen übertragen ließ, verdeutlichte das EMSA‐Experiment mit lentiviral transduzierten 
B9‐HeLa  Zellen  nach  Prl‐Stimulation.  Hierbei  war  eine  deutlich  inhibitorische  Wirkung 
transgenem  S5‐DBD‐PA  Proteins  auf  die  Stat5‐DNA‐Bindeaktivität,  jedoch  nicht  des  hTRX‐
Kontrollproteins,  erkennbar  (Abb.  3‐28B).  Die  Promotoren  vieler  Stat‐Zielgene  weisen  eine 






Expansion  von  hämatopoetischen  und  leukämischen  Stamm‐  und  Progenitorzellen,  unter 
Verwendung  von  Knock‐In  und  Deletionsmutanten  der  Stat5  N‐terminalen  Domäne,  gezeigt 
werden (Li et al., 2007; Lin et al., 2012; Moriggl et al., 2005). Obwohl die Interaktion zwischen 
S5‐DBD‐PA  und  der  Stat5‐DBD  die  DNA‐Bindung  von  Stat5  generell  beeinflusst,  kann  nicht 
ausgeschlossen  werden,  dass  durch  sterische  Blockade,  der  über  die  N‐terminale  Domäne 
vermittelten Dimer‐Interaktion, die Tetramerisierung zusätzlich inhibiert wird. Um dies genauer 
zu  analysieren,  sollten  die  durchgeführten  EMSA‐Experimente  in  einem  nächsten  Schritt  mit 
Oligonukleotiden durchgeführt werden, welche, wie durch Soldaini et al. zuvor gezeigt (Soldaini 
et  al.,  2000),  einzelne  und  zusammenhängend  hintereinander  geschaltete  GAS‐Elemente 
beinhalten. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Größe ließen sich DNA‐gebundene Stat5‐Dimere 








Stat5‐Zielgene  (v.a.  CyclinD1).  Die  Ergebnisse  entsprachen  dabei  annähernd  dem  Stat5‐
Knockdown  Effekt  in  K562  Zellen  (Abb.  3‐13).  Vergleichbare  Einflüsse  auf  die  Zielgene 
CyclinD1/D2,  Bcl‐xL,  Mcl‐1  und  Pim1,  konnten  zuvor  bereits  mit  niedermolekularen  Bcr‐Abl‐ 
(Imatinib, PD180970, Dasatinib) und Stat5‐Inhibitoren (Pimozide, IQDMA) in K562, aber auch 




derzeit  kommerziell  verfügbaren  Stat5‐Inhibitoren,  aufgrund  der  beobachteten,  zuvor 
diskutierten Einflüsse von S5‐DBD‐PA auf die Inhibierung der Stat5‐Translokation und Bcr‐Abl 
vermittelten Aktivierung sowie auf eine mögliche Induktion proteasomaler Degradation, lässt 
sich  die  in  K562‐Zellen  beobachtete  Expressionsinhibierung  dieser  Zielgene  vermutlich  nur 
geringfügig auf eine direkte Intereferenz mit der Bindung von Stat5 an die DNA zurückführen. Im 
Falle einer Modifikation der Stat5‐vermittelten SOCS‐, Pim‐ und FOXP3‐Genexpression durch S5‐
DBD‐PA,  wirkten  sich  die  zwei  angewandten  Transferverfahren  der  Virus‐  und 
Proteintransduktion teils überraschend unterschiedlich in K562‐Zellen aus. Während eine 1‐ bis 
3‐wöchige  endogene  S5‐DBD‐PA  Expression,  aber  auch  der  Stat5‐Knockdown,  zu  einer 
deutlichen, teils signifikanten Reduktion der Pim1‐ und Pim2‐Transkription führten, war nach 3‐
tägiger  S5‐DBD‐PA  Proteintransduktion  keine  Abnahme  der  Pim1  und  Pim2  mRNA‐Level 
gegenüber  den  Kontrollen  feststellbar.  Als  Protoonkogene  vermitteln  Pim‐Serin/Threonin‐
Kinasen,  vorwiegend  in  hämatopoetischen  und  leukämischen  Zellen,  antiapoptotische  und 
mitogene  Signale,  mit  der  Sicherung  Wachstumfaktor‐unabhängigen  Überlebens  (Paukku  & 










Stimulation,  hin.  Überraschend  hierbei  war  jedoch  das  gegenläufige  Ergebnis  der  3‐tägigen 
Behandlung von K562 Zellen mit rekombinanten S5‐DBD‐PA, zumal eine Inhibierung von Stat5 
durch  den  niedermolekularen  Wirkstoff  Pimozide  (5µM)  in  Ku812‐Zellen  bereits  nach  18‐
stündiger Inkubation zu einer drastischen Reduktion der Pim‐1 Expression geführt hatte (Nelson 
et al., 2011). Womöglich würde jedoch eine längere Behandlung von K562 Zellen, in Folge eines 









der  hier  analysierten  Stat5‐Ziegene  erkennbar  war.  Ausgehend  von  einer  kompensatorisch‐
konstitutiven  Stat3‐Aktivität  und  der  zuvor  detektierten,  nahezu  ausschließlichen 
zytoplasmatischen  Lokalisation  von  Stat5,  unterstreichen  die  Analysen  der  Stat5‐









vergleichende  Inkubation  von  K562  und  HEL  Zellen  mit  Akt  und  mTOR  Inhibitoren  liefern. 
Hinsichtlich einer gesteigerten nukleären Translokation aktivierter Stat5‐Dimere im Falle Bcr‐Abl 
vermittelter  Leukämogenese,  deuten  aktuelle  Ergebnisse  auf  einen  entscheidenden  Einfluss 
sekundärer  Stat5‐Modifikationen,  im  speziellen  auf  einen  entscheidenden  Einfluss  der  Stat5‐
Serinphosphorylierung, hin (Hoelbl‐Kovacic et al., 2013; unveröffentlichte Daten). Zusätzlich wird  
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ebenfalls  eine  Beeinflussung  durch  src‐Kinasen  diskutiert  (Chatain  et  al.,  2012).  Unter 
Einbeziehung aktueller Daten anderer Arbeitsgruppen ergibt sich somit folgendes Modell (Abb. 
4.1)  der  Effekte  einer  Stat5‐DBD/S5‐DBD‐PA  Peptidaptamer‐Interaktion  im  Vergleich  des 




































Stat5‐Aktivität,  resultierte  eine  Interferenz  von  S5‐DBD‐PA  mit  der  Stat5‐DBD,  sowohl  nach 





dem  hTRX‐Scaffold‐Kontrollprotein  in  der  höchsten  Konzentration  von  1,5  µM  und  der 
Inkubation  mit  dem  maximal  eingesetztem  Volumen  an  Proteinlösungsmittel  nahezu 
unbeeinflusst blieben. Während die lentivirale Transduktion zu einer Reduktion von Wachstum 
und Viabilität des infizierten Zellpools von etwa 40‐50% gegenüber unbehandelter Zellen führte, 












Promotor  des  lentiviralen  SiEW‐Transfervektors  vorlag.  Dementsprechend  ließ  sich  aus  der, 
gegenüber  hTRX‐exprimierenden  K562  Zellen,  deutlichen  Abnahme  der  durchschnittlich  pro 
Zelle  ermittelten  MFI‐Werte  (Abb.  3‐31B)  jedoch  eine  Reduktion  der  GFP  und  S5‐DBD‐PA 
Expression ableiten. Einhergehend mit diesen Ergebnissen ließ die Färbung von K562 Zellen mit 
AnnexinV und 7‐AAD, 10 Tage nach der Virustransduktion, einen Apoptose‐induzierenden Effekt 





Effekt,  welcher  sich  auch  anhand  der  kumulativen  Wachstumskurve  infizierter  K562  Zellen 
ablesen ließ (Abb. 3‐30C). Im Gegensatz dazu ließ die vergleichende Peptidaptamer Behandlung 
der akut erythroleukämischen Jak2(V617F)‐exprimierenden HEL‐Zelllinie, in Folge der von S5‐
DBD‐PA  offensichtlich  weitesgehend  unbeeinflussten,  dennoch  für  die  Sicherung  der 
Überlebensfähigkeit essentiellen, zytoplasmatischen Stat5‐Aktivität, deutlich geringere Effekte 
einer Inhibierung von Viabilität und Wachstum erkennen. Dennoch ergab die XTT‐Viabilitäts‐ und 





Signalgebung  von  einer  deutlicheren  Beeinflussung  zellulärer  Viabilität  auszugehen  ist, 
unterstrichen  diese  Ergebnisse  die  Theorie  einer  alleinigen  S5‐DBD‐PA  Schadwirkung  in  HEL 
Zellen  in  Form  einer  Steigerung  des  Stat5‐Proteinabbaus  im  Proteasom.  Eine  gewisse 
Beeinflussung zuvor diskutierter, nicht‐kanonischer Stat5 Aktivitäten zum Erhalt von Golgi‐, ER‐ 
sowie Mitochondrien‐Struktur und Funktion kann dabei genau so wenig außer Acht gelassen 
werden,  wie  eine  nicht  gänzlich  ausgeschlossene  Beeinflussung  der  Stat3‐Aktivität,  in  Folge 
geringer  Stat3‐DBD  Spezifität,  oder  eine  mögliche  Beeinflussung  weiterer  zellulärer  Faktoren 
durch  unspezifische  Seiteneffekte.  Die  AnnexinV/7‐AAD  Apoptosefärbung  lentiviral 
transduzierter HEL und K562 Zellen nach 10 Tagen, ließ in diesem Zusammenhang auch einen 










den  Sortierprozess,  im  Vergleich  beider  Zelllinien  zusätzlich  verdeutlicht  (Abb.  3‐33).  Die 
Abhängigkeit der Intensität antitumoraler S5‐DBD‐PA Effekte von der transkriptionellen Stat5‐
Aktivität,  wurde  ebenfalls  bei  dem  Vergleich  von  Ku812  und  Kasumi‐1  Leukämiezellen    
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Effekt  permanenter  Stat5‐DBD/S5‐DBD‐PA  Proteininteraktion  vermuten.  Wie  zuvor  nach  der 
shRNA‐Transduktion, zeigten Kasumi‐1 Zellen dabei eine generell erhöhte Sensitivität gegenüber 
einer  lentiviralen  Infektion.  Überraschend  war  jedoch,  dass  beide  Zelllinien  eine  erhöhte 


















Aktivität,  ergänzend  erklären  würde.  Mit  dem  Ziel  einer  therapeutischen  Ausnutzung  dieser 
Abhängigkeit, konnten, neben Imatinib, weitere nicht Protein‐basierte, niedermolekulare Bcr‐Abl 
und  Stat5‐Inhibitoren  (Dasatinib,  PD180970,  Pimozide,  IQDMA),  hinsichtlich  eines 
wachstumsinhibierenden  Potentials,  erfolgreich  in  K562  und  Ku812  Zellen  getestet  werden 
(Huang et al., 2002a; Nam et al., 2007; Nelson et al., 2011; Yang et al., 2008). Wobei mit Hinblick  
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auf  eine  klinische  Anwendung,  Substanzen  wie  die  psychotropen  Pimozide,  unerwünschte 
Nebeneffekte im Patienten erwarten lassen. Das Auftreten von Mutationen des Bcr‐Abl Gens, in 
Folge  einer  durch  erhöhte  Proliferation,  gepaart  mit  einer  vermehrten  Produktion  reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS), hervorgerufenen chromosomalen Instabilität (Goldman & Melo, 2008), 
und  die  damit  verbundene  Resistenzentwicklung  gegenüber  interferierender  Tyrosinkinase‐
Inhibitoren wie Imatinib, stellt ein wesentliches Problem bei der Behandlung von CML‐Patienten 
dar (Soverini et al., 2011). Zudem Überleben CML‐Stammzellen Bcr‐Abl unabhängig, weshalb 
sich  CML‐Stammzellen  ebenfalls  als  resistent  gegenüber  einer  Imatinib‐  bzw‐  Tyrosinkinase‐
Inhibierung  erweisen  und  daher  separat  behandelt  werden  müssen  (Corbin  et  al.,  2011; 
Hamilton et al., 2012). So konnte gezeigt werden, dass ein kombinierter Einsatz von Imatinib 
oder  Dasatinib  mit  einem  Farnesyltransferase‐Inhibitor,  welcher  vorzugsweise  in  nicht‐  bzw. 
gering proliferierenden Zellen aktiv ist, zu einem Absterben von CML‐Blasten durch Apoptose‐
Induktion  in  CML‐Stamm  und  Progenitorzellen  führt  (Copland  et  al.,  2008).  Aufgrund  der 
erhöhten Toxizität solcher Zytostatika sind patientenschonendere Therapien jedoch erforderlich. 











einer  Imatinib‐Behandlung  und  konnte  hierbei  erneut  nur  leicht  durch  S5‐DBD‐PA  inhibiert 
werden. Eine Behandlung der HEL‐Zelllinie mit dem Bcr‐Abl‐ und Src‐Kinaseinhibitor PD180970 
kam zu selbigem Ergebnis eines unbeeinflussten Wachstums (Huang et al., 2002a). Gegenläufige 
Resultate  ergab  die  vergleichende  Behandlung  der  K562‐  und  HEL‐Zelllinie  mit  Jak‐
Kinaseinhibitoren.  Während  die  Behandlung  von  HEL  Zellen  mit  Jak‐Kinaseinhibitoren  einen 
rapiden Wachstumsstopp und eine Apoptose‐Induktion hervorruf, erwiesen sich K562 Zellen von 
einer Jak‐Inhibierung unbeeinflusst (Levine et al., 2005; Walz et al., 2006). Dieses Ergebnis lässt 
sich  auf  einen  im  Verlauf  der  CML‐Pathogenese  zunehmenden  Verlust  der  Abhängigkeit 
gegenüber  Jak2‐vermittelter  Stat5‐Signale,  nach  initialer  Bcr‐Abl  Translokation,  zurückführen    
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(Hantschel et al., 2012), wobei Jak‐Kinasen auch kein Substrat von Bcr‐Abl sind. Dass im Falle 











aufgrund  der  Präsenz  aktivierter  Stat5‐Dimere,  mit  einer  Inhibierung  der  Stat5‐DNA‐
Bindeaktivität und nukleären Translokation durch S5‐DBD‐PA erklären, welche den Verlust der 
Expression für das Überleben der Zellen essentieller Gene zur Folge hat. So konnte zuvor gezeigt 
werden,  dass  die  Innhibierung  autokriner  Prl‐Signale,  wie  im  Falle  der  PC‐3  Zelllinie,  durch 
niedermolekulare Jak2‐Inhibitoren sowie einer erhöhten AR‐Aktivität durch den Stat5 Inhibitor I 
(N′ ‐((4‐Oxo‐4H‐chromen‐3‐yl)methylene)nicotinohydrazide) zu reduziertem Wachstum und zu 
einer,  mit  der  Reduktion  der  Bcl‐xL  und  CyclinD1  Expression  einhergehenden,  Apoptose‐
Induktion in Prostatakarzinomzellen geführt hat (Liao & Nevalainen, 2011). Angaben zu einer 
Behandlung  von  epidermoiden  Karzinom‐  oder  Melanomzellen  mit  niedermolekularen  Stat5‐
Inhibitoren lassen sich in der Literatur nicht finden. Eine Stat5‐Interferenz durch eine dominant‐
negative  Stat5‐Mutante  in  Melanomzellen  verdeutlichte  jedoch  die  Abhängigkeit  von 
Karzinomen epidermalen Ursprungs gegenüber der transkriptionellen Stat5‐Aktivität (Hassel et 
al., 2008). Dennoch lässt die Intensität der durch die S5‐DBD‐PA Behandlung erzielten Effekte, 
aufgrund  der  nur  geringen  Menge  aktiv  transkribierender  P‐Stat5(Tyr)‐Dimere,  zusätzliche 
Einflüsse des Peptidaptamers in A431 Zellen vermuten. Noch deutlicher wurde dies im Falle 
unstimulierter  T‐47D  Mammakarzinomzellen.  Trotz  der  Abwesenheit  von  Prl  und  aktiv 
transkribierender  Stat5‐Dimere,  resultierte  die  Behandlung  dieser  Zellen  mit  S5‐DBD‐PA  in 






einer  Inkubation  mit  erhöhten  Mengen  rekombinanten  Proteins  stärker  auswirkte,  was  sich 
jedoch womöglich auf Zelltyps‐abhängige Varianzen einer Transduktionseffizienz rekombinanter, 











zuvor  beschriebene  Beteiligung  von  Stat5  an  der  Heterochromatin‐Formierung,  ausgegangen 
werden. Ebenfalls möglich erscheint das unphosphorylierte oder Serin‐phosphorylierte Stat5‐
Monomere  als  Co‐Faktoren  an  der  Formierung  eines  Transkriptionsinitiationskomplexes  oder 
aber  auch  eines  Expressions‐reprimierenden  Signalkomplexes  beteiligt  sind  und  die  Aktivität 
dieses  Komplexes  durch  die  Peptidaptamer‐Interaktion  inhibiert  wird.  Dies  sind  jedoch  rein 
spekulative Annahmen und bedürfen detaillierterer Analysen. Ein Abbau von Stat5/S5‐DBD‐PA 




in  diesem  Zusammenhang  ebenfalls  überprüft  (Daten  nicht  gezeigt),  erwies  sich  aber  als 
unverändert. Hierbei sei erwähnt, dass sich im Zusammenhang mit dem Transfer von S5‐DBD‐PA 
und  hTRX  in  die  Zielzellen  über  Lentiviren,  bewusst  für  die  Klonierung  des  kompletten 
Peptidaptamer‐Konstruktes,  mit  allen  funktionalen  Tags,  in  den  SiEW‐Transfervektor 
entschieden  wurde.  Hierdurch  sollte  die  Vergleichbarkeit  zu  den  Proteintransduktions‐
Experimenten mit dem rekombinanten Peptidaptamer‐Konstrukt gewahrt werden und zudem 
eine erhöhte Effizienz der Inhibierung der Stat5‐DNA‐Bindeaktivität über die fusionierte NLS‐
Sequenz  sichergestellt  werden.  In  einem  parallelen  Versuch  wurden  dennoch  die 
wachstumsinhibierenden Effekte einer transgenen Expression des reinen, über den hTRXΔcys5‐
Scaffold präsentierten S5‐DBD‐PA Peptidaptamers, ohne funktionale Tags, u.a. in K562 Zellen 
überprüft.  Die  Ergebnisse  ließen  allerdings  überraschend  eine  um  ca.  20%  geringere    
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wachstumsinhibierende  Aktivität  von  S5‐DBD‐PA,  gegenüber  dem  Transfer  des  kompletten 
Peptidaptamer‐Konstruktes  mit  allen  Tags,  erkennen  (Daten  nicht  gezeigt).  Dieses  Ergebnis 
unterstrich  zum  einen  eine  anzunehmende  Effizienzsteigerung  des  Peptidaptamers  durch 
Fusionierung einer NLS‐Sequenz, konnte unspezifische Seiteneffekte der anderen Tags, v.a. der 
9‐R  PTD,  aber  auch  nicht  gänzlich  ausschließen.  Dass  eine  endogene  Expression  oder 
Proteintransduktion  des  kompletten  Peptidaptamer‐Konstruktes  jedoch  keine  zytotoxischen 
Effekte durch den Scaffold und die fusionierten Tags hervorruft, konnte durch die Mitführung 
der  hTRX‐Kontrolle  und  des  mehrheitlich  unbeeinflussten  Wachstumsverhaltens  der  Zellen 
gezeigt werden. Zytotoxische Einflüsse der integrierten 12mer Peptidaptamer‐Sequenz konnten 
zudem  durch  die  unveränderte  Viabilität  und  das  unveränderte  Wachstum  der  HCT116‐
Kontrollzelllinie  ausgeschlossen  werden  (Abb.  3‐37B  &  3‐43).  Da  diese  kolorektale 
Karzinomzelllinie  durch  eine  minimale  Stat5‐Expression,  ohne  detektierbare 
Tyrosinphosphorylierung, charakterisiert ist, unterstreichen diese Ergebnisse zudem die Stat5‐
Spezifität  der  Peptidaptamer‐Sequenz  und  die  Stat5‐inhibierende  Wirkung  des  S5‐DBD‐PA 
Konstruktes, welche sich, durch das Blockieren essentieller nicht‐kanonischer Aktivitäten, zudem 
zelltypspezifisch, wie in T‐47D Zellen, auch in Abwesenheit aktiv transkribierender Stat5‐Dimere 
auf  die  Überlebensfähigkeit  der  Zellen  auswirken  kann.  Zusammenfassend  lassen  die 
durchgeführten  Experimente  einer  Stat5  Inhibierung  durch  RNA‐Interferenz  vermitteltem 



















S5‐DBD‐PA  Peptidaptamers,  auf  dem  Weg  zu  einer  therapeutischen  Anwendung  zwingend 







Leukämie‐Induktion,  ergab  jedoch  schwache  S5‐DBD‐PA‐Expressionssraten.  Zur  Aufhebung 
dieses  Problems  sollte  in  einem  nächsten  Schritt  entweder  ein  anderes,  bestenfalls 
induzierbares,  virales  Vektorsystem  oder  eine  Umklonierung  der  Stat5‐spezifischen 
Peptidaptamer‐Sequenz,  in  das  katalytische  Zentrum  des  murinen  Thioredoxin‐Scaffolds, 
getestet  werden.  Aufgrund  schwacher  pharmakokinetischer  Eigenschaften,  rapider  und 
effizienter renaler Filtration bzw. Clearence und proteolytischen Degradation in Blut und Lymphe 
sowie  aufgrund  einer  Tumor‐unspezifischen  Verteilung  im  Organismus,  gepaart  mit  PTD‐
vermittelter  unspezifischer  Zelltransduktion,  sind  der  in  vivo  Anwendbarkeit  rekombinanter 
therapeutischer  Peptide  und  Proteine  geringer  Größe,  im  Falle  einer  Applikation  durch  i.v. 






der  Arbeitsgruppe).  Zur  Erhöhung  der  intravasalen  Stabilität  therapeutischer  Peptide  gibt  es 
verschiedene  Lösungsansätze.  Zum  einen  lässt  sich  die  Halbwertszeit  von  therapeutischen 










Wirkstoffe  ermöglichen.  Hierzu  zählen  polymere,  biologisch  einsetzbare  Nanopartikel  wie 
Liposom‐basierte  Partikel,  deren  Identifikation,  Entwicklung  und  Anwendung  Gegenstand 
derzeitiger pharmakologischer und medizinischer Forschung sind (Jain et al., 2013). Neben dem 
Schutz  vor  Degradation  und  renaler  Clearence  sowie  dem  Besitz  zellpenetrierender 
Eigenschaften,  ist  für  eine  krebstherapeutische  Anwendung  von  Liposom‐  oder  anderer 
Nanopartikel‐verkapselter Protein‐Therapeutika die Fähigkeit einer spezifischen Erkennung von 
Tumorzellen  ein  wesentlich  entscheidendes  Kriterium.  Hierbei  stellt  die  Identifikation  von 
Tumorzell‐erkennenden Peptidsequenzen mit zugleich zellpenetrierenden Eigenschaften, welche 
für  eine  Fusionierung  mit  der  Oberfläche  pharmakologischer,  nicht‐invasiver  Carrier  genutzt 
werden können, ebenfalls eine Herausforderung gegenwärtiger Forschung dar (El‐Sayed et al., 
2009; Kondo et al., 2012). Eine weitere Möglichkeit der therapeutischen Nutzbarmachung von 
Peptidaptameren  wie  S5‐DBD‐PA  bietet  der  Gentransfer  über  virale  Vektoren.  Über  die 
Pseudotypisierung  lentiviraler  Vektoren  mit  Glykoproteinen,  abgeleitet  aus  der  Hülle  des 
Masernvirus,  und  scFv‐Fragmenten,  welche  spezifisch  bestimmte  Tumor‐assoziierte 
Oberflächenmarker wie CD133 oder CD105 erkennen (Anliker et al., 2010; Ayala‐Breton et al., 
2012),  könnte  zukünftig  ein  Transfer  von  therapeutischen  Peptiden,  Proteinen  oder 
Nukleinsäuren  ermöglicht  und  zugleich  eine  Schadwirkung  in  gesundem  Gewebe  reduziert 
werden. Unabhängig von einer Optimierung der Peptidaptamer in vivo Applikation, kann S5‐
DBD‐PA als Leitstruktur für ein Hochdurchsatz‐Interaktionsscreening (HTS – „High‐Throughput‐
Screening“)  natürlicher  und  synthetischer  niedermolekularer  Verbindungen  genutzt  werden 
(Baines & Colas, 2006; Colas, 2008; Groner et al., 2012). Basierend auf der Annahme, dass eine 
niedermolekulare  Verbindung,  welche  S5‐DBD‐PA  an  seiner  Interaktionsschnittstelle  mit  der 
Stat5‐DBD verdrängt, eine gleiche oder stärkere Stat5‐inhibierende Aktivität aufweist, könnte 
die  Stat5‐DBD/S5‐DBD‐PA  Peptidaptamer‐Interaktion  als  Screening‐Plattform  für  die 
Identifikation  neuer  chemotherapeutischer  Wirkstoffe,  mit  erhöhter  Stabilität  und 
Bioverfügbarkeit,  genutzt  werden.  Methoden  wie  der  Alpha‐Screen  oder  FRET‐Assay 
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